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RÉSUMÉ
Le phénotype et le génotype d’une lignée de souris transgéniques créée par
microinjection pronucléaire et démontrant de l’infertilité mâle ont été étudiés. Du point
de vue génétique, l’interférence des transgènes avec un ou plusieurs gènes endogènes
était suspectée. La caractérisation du génotype visait donc à déterminer le ou les gènes
endogènes affectés par l’insertion des transgènes à l’aide de l’hybridation in situ en
fluorescence (FISH) et par l’adaptation d’une technique basée sur l’amplification par
réaction de polymérase en chaîne (PCR) utilisant le protocole de « Universal
GenomeWaiker Kit ». Du point de vue phénotypique, un examen préliminaire sur deux
souris a révélé de l’oligospermie et des lésions testiculaires dégénératives suggérant une
base morphologique pour l’infertilité. La caractérisation phénotypique visait ainsi à
décrire les changements morphologiques expliquant l’infertilité observée chez les souris
mâles homozygotes. L’hybridation in situ en fluorescence a démontré un seul site
d’intégration localisé dans la région F3 du chromosome 3. Un fort signal de
fluorescence à cet endroit signifiait un grand nombre de copies des transgènes. En raison
de quelques problèmes intrinsèques au protocole de « Universal GenomeWalker », nous
n’avons pas obtenu de résultats concluant sur la localisation plus précise des transgènes
dans la région F3 de ce chromosome et sur l’identité du/des gènes potentiellement
affectés. La caractérisation du phénotype a démontré des changements
histopathologiques interprétés comme une dyspiasie tubulaire dans la tête de
l’épididyme qui sont vraisemblablement responsables de l’oligospermie observée chez
ces souris ainsi que des changements dégénératifs secondaires dans le testicule.
Mots clés souris, transgéniques, infertilité mâle, génotype, phénotype
SUMMÀRY
The genotype and phenotype of a une of transgenic mice created by pronuclear
microinjection and presenting male infertility were studied. At the genomic level,
interference ofthe transgenes with one or more endogenous gene(s) was suspected.
Genomic analyses were undertaken to determine the identity ofthe disrupted
endogenous gene (s) by determining the site of transgene insertion using two
techniques: fluorescence in situ hybridization (FISU), and a polymerase chain reaction
based technique (PCR). Phenotypically, a preliminary examination on two mice
revealed oligospermia and degenerative testicular changes that suggested a morphologie
basis for the infertility observed. Characterization of the phenotype was undertaken to
identify and describe the morphologie changes that could explain the infertility of these
mice. The FISH identified a single insertion site and a large number of copies of
transgenes in the F3 region of chromosome 3. Because of intrinsic problems with the
method used, the PCR-based technique did flot give us the precise localization of thc
insertion site on chromosome 3 and the identity of the potentially disrupted endogenous
gene(s). The phenotypic examination revealed dysplastic changes in the head of
epididymis as the likely cause of oligospermia and secondary degenerative changes
observed in the testis.
Key words: mice, transgenic, male infertility, phenotyping, genotyping
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RECENSION DE LA LITTÉRATURE
1.0 Introduction
Une lignée de souris transgéniques créées par microinjection pronucléaire a été
initiallement conçue afin d’étudier le système reproducteur durant le développement
embryonnaire. Cependant, les mâles homozygotes de cette lignée de souris se sont
avérés infertiles ce qui les rendaient inutiles pour l’expérimentation initialement prévue.
Le problème d’infertilité mâle transmis de façon recessive dans cette lignée de souris
soulevait néanmoins de nombreuses interrogations aux points de vue moléculaire et
morphologique. Ce projet de recherche a donc été entrepris afin de cerner les
changements génétiques et morphologiques qui contribuent à expliquer l’infertilité
observée chez les souris mâles homozygotes de la lignée de souris transgéniques anti-5.
1.1 La souris de laboratoire
1.1.1 Évolution de la souris de laboratoire
La souris de laboratoire a une histoire longue et profitable en recherche
biomédicale. Son histoire débute il y a des centaines d’années lorsque l’être humain a
remarqué les nombreuses mutations de la couleur du pelage survenant de façon
spontanée dans les souches de souris sauvages. Les chinois et les japonnais furent les
premiers à domestiquer la souris au début du 17 me siècle (1). Cette pratique ftt adoptée
plus tard par les Européens qui ont débuté les premiers élevages de souris, ont fait des
croisements et ont ainsi sélectionné certaines caractéristiques conduisant à la souris de
laboratoire telle que nous la connaissons aujourd’hui (2).
L’étude de la génétique chez les mammifères débute avec la redécouverte de la
loi de Mendel en 1900 (1). C’est au début du xxême siècle que les principaux progrès
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surviennent dans le domaine de la génétique chez la souris de laboratoire avec
l’apparition des premières lignées de souris cosanguines dans lesquelles chaque individu
possède essentiellement la même base génétique (1). Ces lignées cosanguines ont été
obtenues par de multiples croisements entre frères et soeurs jusqu’à ce que tous les loci
génétiques soient essentiellement homozygotes (1). De nos jours, il y a plus de 400
lignées cosanguines utilisées en recherche biomédicale (1).
L’étude de l’embryologie chez les mammifères précède de plusieurs années celle
de la génétique (1). En raison de son développement dans l’utérus, l’embryon de souris
ne convenait pas à des études descriptives et a donc été surpassé par des modèles
expérimentaux comme l’embryon de poussin et celui du tétard (1). Ce n’est qu’entre les
années 1950 et 1960 que plusieurs chercheurs ont obtenu des résultats concluants sur la
culture d’embryons de souris in vitro. À la fin des années 50, il était finalement possible
de réintroduire des embryons cultivés dans l’utérus de souris pseudogestante permettant
ainsi d’obtenir des souriceaux à partir d’embryons manipulés in vitro (1). Ces
avancements technologiques faisaient qu’il était possible à ce moment de tester le
résultat final de manipulations expérimentales sur un grand nombre d’embryons. Dans
les années 60, des animaux adultes chimériques pouvaient être générés et caractérisés
(3). Les premières descriptions de manipulations physiques conduisant à l’introduction
de matériel exogène dans le pronoyau de zygotes remonte à 1966 avec l’injection de
gammaglobuline bovine dans un blastocyte (4). En 1974, des expériences impliquant
l’injection d’ADN viral (SV4O) dans le blastocyte de souris sont décrites (3). En 1976,
Jaenisch découvre que le virus de la leucémie murine (MLV) peut s’introduire de façon
stable dans la lignée germinale suite à l’infection des embryons au stade préimplantation
n
j
(5). Ces recherches ainsi que d’autres portant sur les fibroblastes en culture (6, 7) ont
suggéré que la micro-injection d’ADN exogène dans un oeuf fécondé pouvait permettre
l’introduction et l’intégration de gènes exogènes dans le génome de la souris en
développement (6, 7).
Les premières expérimentations portant sur l’introduction d’un gène cloné dans
les tissus somatiques d’une souris par la technique de micro-injection pronucléaire ont
été rapportées par Gordon et al. en 1980 (8). Plusieurs groupes ont ensuite emboîté le
pas en rapportant l’introduction de gènes clonés dans les tissus somatiques de souris (9-
12). Ces études expérimentales ont démontré que le transgène pouvait s’intégrer dans le
génome de la souris de façon stable, être exprimé et même être transféré aux générations
futures. Ce processus consistant à modifier le génome de la souris par la micro-injection
pronucléaire a été nommé transgénèse (8, 13).
Le développement des cellules souches embryonnaires a permis un
développement accru de cette technique. C’est en 1981 qu’ Evans et Kaufman ont
prélevé les cellules souches embryonnaires d’un blastocyte pour les mettre en culture.
Ils ont de ce fait créé des lignées de cellules souches embryonnaires pouvant s’intégrer
dans les lignées de cellules germinales de façon efficace et reproductible (14). D’autres
études menées par Martin et al. en 1981, ont conduit à l’isolation et à 1’ établissement de
lignées cellulaires pluripotentes in vitro provenant d’un embryon de souris. Ces lignées
cellulaires pluripotentes possédaient les propriétées des lignées cellulaires de
tératocarcinomes (15). La disponibilité de ces cellules souches embryonnaires a eu une
influence marquée sur la génétique du développement.
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Le premier rapport relatant la manipulation génétique des cellules souches
embryonnaires a été fait par Robertson et al. en 1986 (16). Celui-ci démontra qu’une
fois intégré dans le génome, un rétrovirus pouvait être transmis par la lignée de cellules
germinales. En 1987, Hooper et al. ainsi que Kuehn et al. ont manipulé des gènes
endogènes en utilisant des cellules souches embryonnaires (17, 18). Ces études ont
démontré qu’il était possible de manipuler génétiquement in vitro les cellules souches
embryonnaires et d’intégrer ces mutations à la lignée de cellules germinales et ainsi
créer des souris transgéniques (3).
Les bases étaient maintenant établies pour des expériences ciblant des mutations
précises à des gènes spécifiques par recombinaison homologue dans les cellules souches
embryonnaires (3).
Aujourd’hui, de nombreuses lignées de souris transgéniques proviennent de la
manipulation de cellules souches embryonnaires (19). Ces manipulations ciblées et
conditionnelles, aussi nommées transgénèse conditionnelle, utilisent des recombinases
d’ADN telle que Cre et Flp. Ces recombinases vont déclancher l’expression de gènes de
façon prédéterminée dans un temps prédéterminé. Ces nouvelles techniques permettent
ainsi d’éviter les mortalités embryonnaires observées lors des mutations constitutives
(3).
La publication récente de la séquence du génome humain a certainement apporté
de nouveaux horizons en recherche biomédicale (20, 21). L’ère du séquençage du
génome humain prend fin avec la venue d’une toute nouvelle ère, celle de la génomique
fonctionnelle. Maintenant que la séquence du génome humain est connue, une tâche
encore plus lourde attend la recherche, celle de l’étude de la fonction des milliers de
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gènes composant le génome des mammifères. Cependant, la logistique et l’éthique
impliquées dans l’utilisation de l’être humain en recherche nécessitent une alternative,
soit un bon modèle expérimental.
La souris de laboratoire est depuis longtemps considérée comme le modèle
expérimental par excellence dans les domaines de la génétique et du développement des
mammifères. Quelques-unes de ses caractéristiques, notamment son temps de
génération court (10 semaines) permettant environ cinq portées par an, sa petite taille,
son grand nombre de petits par portée (3 à 9 souriceaux dépendamment de la lignée),
son génome composé d’environ 3 x 10 paires de bases approximativement équivalent à
celui de l’humain, lui ont valu ce titre (21, 22). Certaines estimations établissent le
nombre de gènes à environ 20 000 dans le génome de la souris et de l’humain et la
plupart des gènes humains semblent posséder une contrepartie dans le génome de la
souris (21, 22).
La souris est donc un organisme intéressant pour étudier la fonction des gènes et
les maladies humaines d’origine génétique (23). Jusqu’à ce jour, la disponibilité de
souris possédant des mutations génétiques dans une variété de systèmes a permis
l’identification de la fonction de plusieurs gènes ainsi que l’élucidation et la
caractérisation de plusieurs voies de signalisation cellulaire (23).
1.1.2 Création des souris transgéniques par la microinjection pronucléaire
1.1.2.1 La technique de microinjection pronucléaire
La technique qui a longtemps été préférée pour la création de souris
transgéniques consiste en la micro-injection d’ADN dans le pronoyau d’un zygote en
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développement (2). Cette technique conduit à l’insertion d’un ou de plusieurs transgènes
au hasard dans le génome (2).
fertilised egg
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La figure 1 schématise la technique de microinjection pronucléaire. Suite à la
généralement sur 3 à 5 heures et est idéale pour la procédure de micro-injection (2). Les
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pronoyaux peuvent être visualisés sous le microscope (Figure 2) et le transgène peut être
injecté dans le pronoyau mâle qui est plus proéminent chez certaines lignées de souris.
Par la suite, les membranes pronucléaires se brisent et les noyaux se fusionnent (2).
Les oeufs ayant survécu au processus de micro-injection sont transférés dans
l’oviducte de souris femelles pseudogestantes (2). Les techniques de PCR et de Southern
blot sont utilisées pour vérifier l’intégrité du transgène. Les souris ayant intégré le
transgène sont nommées fondatrices (F0) et seront utilisées pour former différentes
lignés de souris transgéniques (2).
Puisque l’intégration du transgène dans le génome se fait de façon totalement
aléatoire, les transgènes injectés auront tous un site d’insertion différent pour chacun des
embryons manipulés. Ces différents sites d’insertion deviennent évidents à la première
génération (Fi) permettant ainsi l’établissement de lignées transgéniques indépendantes
pour chacun des sites d’intégration (2).
Le mécanisme d’intégration du transgène dans le génome de la souris peut être
divisé en deux étapes la formation de concatémères et l’insertion chromosomale. Suite
à l’injection dans le pronoyau, de multiples copies du transgène s’organisent dans une
formation tandem tête-à-queue linéaire primaire nommée concatémère (9, 24). Cette
formation concatémère, qui survient en premier, est suivie par son intégration dans le
génome. Le site d’intégration chromosomique du transgène est déterminé de façon
aléatoire. Celui-ci peut être secondaire à de rares évènements comme celui d’un
dommage à l’ADN survenant durant la phase S du cycle cellulaire (25, 26). Pour cette
raison, il est rapporté que lorsque deux segments d’ADN sont injectés simultanément
lors d’une même procédure, ceux-ci s’intègrent habituellement au même site
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d’intégration dans le génome (27). Bien que rare, plus d’un site d’intégration du
transgène dans le génome est aussi possible (28).
L’avantage de la micro-injection pronucléaire est qu’il s’agit d’une technique
relativement simple pouvant être utilisée dans une grande variété d’organismes comme
les plantes, les insectes, les poissons, les amphibiens, les oiseaux et les mammifères (2).
Le désavantage majeur de la micro-injection pronucléaire est sa basse efficacité dans la
génération de souris transgéniques (29). Ainsi, 40 à 90% des ovocytes survivent à la
procédure de micro-injection pronucléaire. De ces derniers, seulement 20% de ces
embryons transférés se développent à terme (29). Environ 20% des embryons à naître
seront des souris F0 pouvant être utilisées pour fonder des lignées transgéniques. La
micro-injection pronucléaire est donc très peu efficace avec un taux de succès variant
entre 1,6 à 3,25% (29).
1.1.2.2 Facteurs qui influencent le phénotype d’une souris transgénique
Un transgène intégré de façon stable dans le génome va être transmis de façon
mendélienne. Par contre, une variation dans le ratio mendelien prévu peut être
engendrée par une lignée germinale mosaïque chez la génération F 1(2). Une lignée
germinale mosaïque est caractérisée par l’intégration du transgène dans une fraction des
cellules germinales seulement. Une variation dans le ratio mendelien peut également
être observée lorsque de multiples sites d’insertion du transgène sont présents (2). Bien
que le phénotype d’un organisme transgénique soit influencé par plusieurs facteurs
génétiques et environnementaux, l’expression du transgène ainsi que le patron
d’expression sont avant tout liés à la construction du transgène lui-même (2).
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Le contrôle transcriptionnel d’un gène se situe dans le promoteur de ce gène
ainsi que dans d’autres éléments régulateurs localisés en amont ou en aval de la
séquence (2). Le promoteur est, sans aucun doute, le mécanisme de contrôle le mieux
caractérisé. Ce dernier se localise habituellement immédiatement en amont du site de
transcription (2). L’expression du gène d’intérêt dans le transgène peut être sous le
contrôle du promoteur même de ce gène ou de celui d’un promoteur hétérogène.
Certains promoteurs peuvent être spécifiques pour un tissu ou un type cellulaire
particulier, d’autres seront exprimés de façon large dans une variété de tissus ou de
types cellulaires (2). Ainsi, le promoteur est un facteur important à considérer dans
l’analyse du phénotype observé chez les souris transgéniques.
D’autres facteurs faisant varier la transcription d’un gène sont les amplificateurs.
Un amplificateur est une séquence d’ADN qui stimule la transcription. Cet amplificateur
peut potentialiser l’activité d’un gène dans un tissu ou un type cellulaire particulier en
liant et activant les facteurs de transcription (30).
L’expression du transgène injecté par micro-injection pronucléaire est hautement
variable entre les différentes lignées de souris transgéniques générées (29). La
variation dans l’expression de ce transgène est en partie due au fait que les sites
d’intégration du transgène sont aléatoires dans le génome (29). Cette variation
d’expression reliée à la localisation du site d’intégration dans le génome peut être
expliquée par plusieurs phénomènes comme l’insertion du transgène à proximité d’un
élément du contrôle transcriptionel d’un gène endogène, l’insertion du transgène dans
une région transcriptionellement inactive ou encore, dans une région sur l’un des
chromosomes sexuels. Ainsi, par exemple, l’expression d’un transgène localisé dans
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une région inactive au point de vue transcriptionel pourrait résulter en une absence
d’expression du transgène en question (29).
Dans le but de contrecarrer le phénomène de l’insertion dans une région du
génome inactive transcriptionellement, l’addition d’un élément cis comme celui de la
region contrôle (LCR) ou S/MARS est utilisée (2). Les LCR sont des séquences
régulatrices qui contrôlent la disponibilité de l’ADN pour les facteurs de transcription.
Les séquences régulatrices peuvent être localisées à des dizaines de kilobases de la
région codante (2).
Le nombre de copies d’un concatémêre de transgène inséré dans le génome varie
beaucoup (3 1-34). Il n’y a habituellement pas de corrélation observée entre le nombre
de copies du transgène inséré et les niveaux d’expression mesurés du transgêne. Une
exception à cette règle se produit lorsque le transgène possède un élément amplificateur
comme le LCR décrit précédemment. Dans ce cas, l’expression du transgène va être
directement proportionel au nombre de copies insérées (35, 36).
Une forme d’atténuation du niveau d’expression du transgène est observée
occasionnellement lorsqu’un grand nombre de copies est inséré. De larges séquences
organisées en tandem et ne possédant pas une structure de chromatine adéquate peuvent
simplement réprimer la transcription du transgène (35, 36).
Une autre forme d’atténuation de l’expression du transgène a été découverte de
façon inattendue dans l’étude de plantes, champignons et plus récemment chez la
drosophile. Cette atténuation de l’expression résulterait de l’interaction entre un gène
endogène homologue et le transgène (37-39). Dans cette interaction aussi nommé co
suppression, le transgène peut inactiver une contrepartie endogène ou un autre transgène
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similaire dans une autre location génomique. Chez la drosophile, il a également été
démontré que l’atténuation progressive de l’expression en rapport avec l’augmentation
du nombre de copies peut refléter un effet biologique agissant comme mécanisme de
régulation contre un nombre trop grand de copies d’un gène particulier (39).
L’intégration du transgène dans le génome de l’hôte conduit à un dérangement
local dans l’ADN chromosomique au site d’insertion. Plus souvent qu’autrement, le
gène va s’insérer dans un site inactif et son intégration n’entraînera aucun problème.
Cependant, l’intégration du transgène peut aussi entraîner un dérangement crucial de
l’ADN chromosomique au site d’insertion et le résultat peut être ce qui est nommé le
phénomène de mutation insertionnelle (40). Les mutations insertionnelles ont une
fréquence se situant entre 5 à 10% chez les souris créées par micro-injection
pronucléaire (40-43). Ces mutations sont habituellement récessives et ont l’unique
propriété d’être marquées au niveau moléculaire par la séquence du transgène. Il est
donc possible de cloner les séquences d’ADN chromosomique localisées aux marges du
site d’insertion en utilisant des oligonucléotides correspondant au transgène (42, 44). En
ce faisant, il est occasionnellement possible de déterminer précisément la région du
génome impliquée par l’insertion du transgène et d’identifier le gène affecté.
Le transgène inséré dans le génome développe des fonctions en relation avec
plusieurs autres gènes de la cellule. Il y a donc un réseau complexe d’interactions entre
le transgène et les gènes endogènes (29). Ainsi, le bagage génétique aussi nommé
modificateur, consiste en 99.9% des 20 000 gènes qui constituent le génome (45). Ce
bagage génétique interagit avec la mutation génique et influence ainsi le phénotype
observé (45). Donc, certaines caractéristiques du phénotype peuvent être évidentes dans
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une souche cosanguine et être atténuées ou amplifiées dans une autre lignée possédant
un bagage génétique différent (29, 45).
Plusieurs autres facteurs peuvent influencer le phénotype d’une souris
transgénique, notamment son environnement et le statut sanitaire de la colonie. La
présence de maladies infectieuses et de problèmes environnementaux peut intervenir et
faire varier le phénotype de la souris mutante (45). Ainsi, par exemple, une souris
possédant une mutation quelconque peut réagir d’une façon totalement inattendue ou
inappropriée à un agent infectieux ou à une bactérie opportuniste (45). D’autres facteurs
environnementaux pouvant avoir une influence sur le phénotype observé incluent: la
luminosité et l’humidité, la présence de phytoestrogènes ou d’autres disrupteurs
endocriniens dans la nourriture, la présence d’acides, de chlore ou d’antibiotiques dans
l’eau de boisson ainsi que plusieurs autres facteurs liés à la régie comme le niveau de
bruit, le nombre d’animaux par cage, la grandeur des cages et la litière utilisée (45).
1.1.3 Identification du site d’intégration du transgène dans le génome
1.1.3.1 L’hybridation b: situ en fluorescence (FISH)
Plusieurs techniques sont disponibles pour identifier le site d’intégration du
transgène. Une technique pouvant contribuer à identifier le site d’intégration et préciser
le nombre de sites d’intégration se nomme hybridation in situ en fluorescence (fI$H).
Dans cette technique, des chromosomes en métaphase sont préalablement étalés sur une
lame. Ces chromosomes sont ensuite colorés avec le Giemsa. La coloration au Giemsa
va créer une alternance de bandes claires et foncées nommées bandes G. Ces bandes G
permettent d’identifier clairement chacun des chromosomes de l’idiogramme (figure 3).
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Les belles métaphases comportant le bon nombre de chromosomes sont identifiées,
localisées sur les lames et photographiées.
Le principe de base de l’hybridation in situ en fluorescence est simple un
simple brin d’ADN va tendre à se lier à sa séquence complémentaire (46). Donc, une
sonde d’ADN possédant une séquence spécifique va reconnaître et se lier à sa séquence
complémentaire sur un chromosome en métaphase. Dans cette technique, la sonde se lie
à l’ADN cible sous des conditions permettant de retrouver une conformation double
brin. Dans le but de retrouver la sonde, une molécule d’haptène est attachée à celle-ci.
Cette dernière molécule peut être marquée de façon indirecte par un anticorps marqué
avec la fluorescéine (46). La sonde peut donc finalement être observée sur sa cible
utilisant un microscope à fluorescence. Le résultat de la fluorescence est comparé à
l’étalement de chromosomes colorés au Giemsa et démontrant les bandes G.
L’emplacement et le nombre de signaux fluorescents peuvent donc être identifiés (46).
1 Figure 3.
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1.1.3.2 Le «Universal GenomeWaiker»
La seconde technique, modifiée dans ce cas pour permettre l’identification du site
d’intégration du transgène, utilise une trousse de clonage d’ADN, le « Universal
GenomeWalker Kit» (BD Biosciences Clonthech, Ca, USA). L’adaptation de cette
technique est décrite dans l’annexe 6. Cet ensemble fournit une technique basée sur
l’amplification par réaction par polymérase en chaîne (PCR) et permet de trouver une
séquence d’ADN inconnue en utilisant une séquence d’ADN connue. L’ADN est
premièrement extrait à partir d’un tissu (rate) en utilisant des méthodes standards
d’extraction (43). Des enzymes de restriction sont ensuite sélectionnées afin qu’elles ne
coupent pas dans le transgène lui-même (43). Des oligonucléotides spécifiques pour le
transgène sont générés et l’amplification par PCR est exécutée (43). À cette étape, la
réaction par PCR vise à amplifier un court segment du transgène avec un segment
d’ADN génomique. La génération de mini-librairies, la migration sur un gel d’agarose
et l’identification des bandes représentatives sont ensuite faites. Les bandes
représentatives sont séquencées et les séquences sont comparées à des banques de
données publiques localisant ainsi le segment amplifié précisément dans le génome (43).
1.2 L’étude du système reproducteur
1.2.1 Développement embryonnaire des gonades
1.2.1.1 Étapes de détermination du sexe
Le dimorphisme sexuel est une loi commune à plusieurs espèces animales;
cependant les mécanismes biologiques de détermination du sexe peuvent être différents
d’une espèce à l’autre. Le principal facteur déterminant est d’ordre génétique chez la
plupart des mammifères (47) et dépend de la présence ou non du chromosome Y.
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Lorsque le chromosome Y est présent, le sexe sera masculin; si absent, le sexe sera
féminin (47).
De plus, le seul gène d’importance pour la détermination du sexe sur le
chromosome Y est le gène SRY (Sex Determining Region on Y chromosome) (4$). Ce
gène est présent chez la plupart des mammifères. Chez la souris, le gène Siy code pour
une protéine se liant à l’ADN (4$). Cette protéine va régulariser l’expression d’un
ensemble de gènes, déterminant ainsi le phénotype de la crête génitale (47).
Plusieurs études chez la souris ont confirmé qu’il y a une période précise dans le
développement des gonades où l’expression du gène SRYva assurer le développement
des testicules. Ainsi, si le gène $RY n’atteint pas un niveau d’expression requis à un
moment bien particulier dans le développement des gonades, il y aura un délai dans le
développement des testicules et ainsi, le développement des ovaires sera amorcé (47).
Des études chez la souris ont également démontré que chez le mâle, le gène $iy
est exprimé seulement dans la crête génitale commençant autour du jour 10,5 de
l’embryogénèse (49). Les niveaux de transcription atteignent un pic au jour 11,5 de
l’embryogenèse et déclinent au jour 12,5 (49). En ce faisant, l’expression de $RY initie
la différenciation des gonades en testicules, mais ne semble pas impliquée dans le
développement subséquent de l’organe et dans le maintien de l’expression des gènes
spécifiques au testicule (49). Dans le testicule, l’action de $RY est possiblement celle
d’enclencher la différenciation des cellules pre-Sertoli à partir d’un pool cellulaire. Ces
cellules pre-Sertoli seraient par la suite directement responsables du développement des
autres lignées cellulaires dans les tubules séminifères (47).
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1.2.1.2 Développement embryonnaire du testïcule
La première évidence du développement sexuel se situe dans l’apparition des
cellules germinales primordiales dans les stades précoces suivant l’implantation de
l’embryon (50). Ces cellules peuvent être identifiées sur la base de leur localisation, de
leur morphologie et la présence intracytoplasmique de la phosphatase alcaline (50).
Environ 50 de ces cellules présumées être des précurseurs des cellules primordiales sont
observées autour des jours 7-7.5 post-conception (p.c.) dans la composante
mésodermique des membranes vitellines(50). Entre les jours 7.5 et 2 p.c., 150 de ces
cellules démontrent une activité de la phosphatase alcaline. Au jour $ p.c., ces cellules
vont débuter une migration à partir des membranes vitellines vers l’aÏÏantoïde et de là,
elles vont migrer pour atteindre la crête génitale (50). La crête génitale est un renflement
longitudinal qui apparait ventro-médialement par rapport à la crête urinaire primitive
(50). La crête génitale constitue à ce moment l’ébauche gonadique primitive et sa
colonisation par des cellules germinales est essentielle au développement futur des
gonades (50). Chez la souris, la crête génitale demeure morphologiquement
indifférenciée entre les deux sexes jusqu’au jour 12.5 p.c. (47, 51).
Le testicule en développement est composé de quatre lignées cellulaires (51).
Ces lignées cellulaires sont constituées de cellules germinales primordiales migrant à la
crête génitale entre le jour 10 et le jour 11 p.c. comme décrit précédemment, et de trois
lignées de cellules somatiques: 1) les précurseurs des cellules de Sertoli (pre-Sertoli); 2)
les précurseurs des cellules de Leydig; 3) les cellules mésenchymateuses incluant les
cellules donnant naissance aux cellules myoïdes péritubulaires ainsi qu’aux cellules du
stroma (51). Entre les jours 12.5 et 13.5 p.c., le testicule en développement revêt une
apparence zébrée due à l’alignement des cellules pre-Sertoli et des cellules germinales
primordiales (50). C’est à ce moment que les cellules mésenchymateuses s’organisent
avec les cellules germinales primordiales et forment les cordons testiculaires. Ces
cordons testiculaires se retrouvent entourés par une membrane basale (47). Par la suite,
les cellules germinales mâles entrent en arrêt mitotique au jour 14 p.c. et demeurent
dans cet état jusqu’à la naissance (47). Le testicule prend du volume principalement
entre les jours 13 et 17 p.c. (51).
La région médullaire du testicule est occupée par des cellules mésenchymateuses
organisées de façon lâche. La paroi des tubules séminifères est bordée par des cellules
rondes représentant les cellules pre-Sertoli (51). Les cellules germinales (pré
spermatogéniques) sont localisées vers le centre des cordons testiculaires contournés
(51).
1.2.2 Développement postnatal du testicule
1.2.2.1 L’épithélium germinal
La spermatogenèse chez la souris débute tôt après la naissance. L’établissement
de la spermatogenèse requiert la préservation d’un groupe de cellules souches et d’un
groupe de spermatogonies acquérant le pouvoir de se différencier en spermatides (51).
Le premier cycle spermatogénique procède par les mêmes stades de développement que
les cycles subséquents. La transformation de la cellule souche en une spermatogonie de
type A se produit au moment où la spermatogenèse est initiée. La première vague de
spermatogonies est observée à 3-4 jours d’âge (51). Les premiers spermatocytes
primaires apparaissent ainsi entre 8-10 jours d’âge (51). Subséquemment, les
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spermatocytes subissent leurs stades successifs de division méïotique et de
différenciation en spermatides (51).
Bien que la spermatogenèse soit amorcée tôt après la naissance, les spermatides
matures ne sont pas présents avant la puberté (52, 53). Une lumière fait son apparition
dans les tubules séminifères à 14 jours d’âge (51). La figure 4 schématise une coupe
transversale de l’épithélium germinal d’un animal pubère. L’épithélium germinal
contient toutes les étapes de différenciation des spermatogonies jusqu’aux spermatides
allongés.
1.2.2.2 Formation de la barrière hémato-testiculaire et ses rôles
Plusieurs changements morphologiques se produisent dans la différenciation
post-natale des cellules de Sertoli. Notamment, la formation de jonctions serrées entre
les cellules de Sertoli adjacentes est d’importance capitale dans l’établissement de la
barrière hémato-testiculaire (51). Ces jonctions peuvent être observées entre 10 et 16
jours d’âge (51, 52). 11 en résulte ainsi deux zones dans F épithélium, une zone basale
dans laquelle sont alignées les spermatogonies et un compartiment adluminal où se
développent les cellules de tous les autres stades de la spermatogenèse (51, 52).
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La barrière hémato-testiculaire est sélectivement perméable à plusieurs
substances leur permettant ainsi d’atteindre le compartiment adiuminale du tubule (53).
Les substances passant la barrière hémato-testiculaire sont habituellement détectées dans
des quantités beaucoup plus faibles que celles retrouvées dans le sang (53). Cette
barrière hemato-testiculaire fonctionne également comme une barrière immunologique.
Elle empêche le contact entre le système immunitaire et les autoantigènes à la surface
des spermatocytes et des spermatides (54).
1.2.3 Puberté
1.2.3.1 Morphologie du testicule adulte
La figure 5 schématise l’anatomie macroscopique du testicule et des canaux
excréteurs chez la souris. Chez l’adulte, les testicules sont recouverts par une capsule




















Dans le testicule, deux compartiments anatomiques majeurs peuvent être
discernés; le compartiment interstitiel et le compartiment formé par les tubules
séminifères. Le compartiment interstitiel contient les cellules interstitielles, ou de
Leydig ainsi que les vaisseaux sanguins et lymphatiques, des fibres nerveuses et des
macrophages (51). La majeure partie du volume du testicule est occupée par seulement
quelques tubules séminifères formant de nombreuses circonvolutions (Figure 6)(55).
L’épithélium séminifère contient les cellules de Sertoli ainsi que plusieurs générations
de cellules germinales. Les cellules de Sertoli sont cylindriques hautes et s’étendent de
la membrane basale à la lumière tubulaire et forment ainsi la composante structurale de
l’épithélium séminifêre (51, 56). Ces cellules ont aussi pour fonction de nourrir les
cellules germinales et de maintenir la spermatogenèse (52, 56). Le noyau des cellules de
Sertoli est irrégulier et ovale. Il tend à changer de position dans la cellule à différent
stade du cycle spermatogénique (53).
Chacune des extrémités des tubules séminifères est connectée au rete testis. Pour










abrupte vers un épithélium simple cubique (56). Cette région est constituée de tubules
droits. Ces tubules sont confluents avec le rete testis qui est composé d’un réseau de
tubules sous-capsulaires (chez la souris) localisés dans la région dorso-caudale du
testicule (56). Chez la souris, le rete testis est localisé immédiatement sous la tunique
albuginée (Figure 7)(57). La fonction principale du rete testis est la réabsorption des
fluides sécrétés par le testicule. Il possède également un rôle dans la modulation de
l’estrogène (52).
Le rete testis est situé près de l’entrée de l’artère testiculaire qui est une branche
de l’aorte abdominale (52). Près de chaque testicule, l’artère testiculaire devient
convolutée et est entourée par le plexus pampiniforme veineux. Ce réseau artério
veineux fonctionne comme un échangeur de chaleur efficace, maintenant le testicule à
une température inférieure au reste du corps (52).
Figure 7.
Le rete testis: anatomie
microscopique






La spermatogenèse est le processus de développement d’une spermatogonie en
spermatide allongé (53). La Figure $ schématise la spermatogenèse avec toutes les
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étapes de développement et de différenciation des cellules germinales. L’épithélium
germinal contient plusieurs cellules souches nommées spermatogonies. Ces
spermatogonies se multiplient par mitose dans le but de conserver le pool de
spermatogonies de type A mais aussi pour créer des spennatogonies de type B qui vont
se différencier en spermatides (53). La spermatogonie de type B se divise par mitose
pour donner naissance à deux spermatocytes primaires (53).
Un spermatocyte primaire nouvellement formé subit une première division
méiotique et quitte la zone basale de l’épithélium pour se retrouver dans la zone
adiuminale en rompant transitoirement les complexes jonctionnels des cellules de
Sertoli (53). Chaque spermatocyte primaire va donner deux spermatocytes secondaires
durant la méiose I (f igure 8). Ces spermatocytes secondaires possèdent un nombre
tétraploïde de chromosomes (4N) et sont ensuite transformés, lors de la méiose II, en
spermatides ronds qui eux possèdent un nombre haploïde (iN) de chromosomes (53). La










La spermiogénêse est le processus de maturation et de différenciation d’un
spermatide rond en un spermatide allongé (53). Le spermatide rond provenant de la
seconde division méiotique va entreprendre un processus de différenciation dramatique
lors de la spermiogenèse (53). La spermiogénèse implique quatre étapes: la
condensation du noyau, la formation de l’acrosome, le développement du flagelle et la
réduction cytoplasmique (53, 58).
1.2.3.4 Le cycle spermatogénique de la souris
En se basant sur la morphologie de l’épithélium germinal, il y a 16 étapes dans le
développement d’un spermatide et 12 stades dans le cycle spermatogénique chez la
souris(52, 53)(figure 9). Le temps approximatif que prend une spermatogonie pour se






























Dans une région prédéterminée d’un tubule séminifère, un cycle complet de
changement se produit sur 8,6 jours (53). Les douze premières étapes de développement
des spermatides donnent leur nom aux stades des cycles un à douze (53). Les stades
sont déterminés par le développement de l’acrosome sur le spermatide rond ou par la
forme du noyau sur le spermatide allongé (53). Les spermatides à l’étape de
développement treize se situent dans le stade I de développement du cycle
spermatogénique (figure 9). Normalement, aucun stade du cycle spermatogénique ne
contient plus d’une génération de spermatides allongés. Les spermatides matures sont
relâchés avant l’apparition de la nouvelle génération de spermatides allongés au stade
VIII du cycle spermatogénique (53, 57).
1.2.4 Canaux excréteurs
1.2.4.1 Développement embryonnaire des canaux mésonephrotiques
Le mésonephron contient deux types de canaux: le canal mesonéphrotique aussi
nommé canal de Wolff et dérivé du canal pronéphrotique, et le canal
paramesonéphrotique aussi nommé canal de MLiller originant d’une invagination de
l’épithélium coelomique (47). La différenciation des canaux rnesonéphrotiques est
dépendante des androgènes sécrétés par les cellules de Leydig embryonnaires (47). Chez
la femelle, chez qui les androgènes sont absents durant cette période du développement,
les canaux mesonéphrotiques dégénèrent autour du jour 15 du développement
embryonnaire (47).
Chez le mâle, les canaux de Wolff forment les canaux excréteurs (canaux
efférents, épididymes et canaux déférents) et les vésicules séminales (47, 59). Les
cellules pre-Sertoli vont produire un facteur de croissance de la famille du transforming
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growth factor- (TGF-), l’hormone anti-Mullerienne, en réponse à l’expression du
gène SRY Cette hormone va induire la dégénérescence des canaux de Mtiller ou
paramésonéphrotiques chez le mâle (47).
Les canaux efférents ainsi que la tête de l’épididyme originent des tubules
mésonéphrotiques proximaux. L’épididyme et le canal déférent originent du segment
médian du canal mésonéphrotique tandis que les vésicules séminales originent du
segment caudal de ce même conduit (60).
1.2.4.2 Développement postnatal des canaux excréteurs
Le rete testis connecte les deux extrémités des tubules séminifères à une
chambre collectrice localisée sous la tunique albuginée (59). Chez la souris, la chambre
collectrice est connectée à trois à sept canaux efférents (59). La figure 10 schématise les
jonctions entre le rete testis et les canaux efférents ainsi que lajonction entre le canal
efférent commun et l’épididyme. La première partie des canaux efférents est courte,
légèrement convolutée, localisée dans le ligament épididymal supérieur (59) et entourée
de tissue adipeux (52, 59). La seconde partie comporte des convolutions plus
prononcées et est entourée de tissu fibreux en continuité avec l’épididyme (56, 59). La
lumière des canaux efférents est irrégulière car les canaux sont bordés d’un épithélium
simple qui varie en hauteur de cubique à cylindrique. Ces canaux sont entourés par une
quantité variable de fibres musculaires lisses (56, 59). Chez la souris, les canaux
efférents s’anastomosent pour former un canal unique (le canal efférent commun) qui
change de façon abrupte en segment initial de l’épididyme (Figure 10) (56, 59).
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Les canaux efférents sont bordés par un épithélium pseudostratifié cylindrique
composé de cellules ciliées, de cellules non-ciliées, de quelques cellules basales ainsi
que de quelques lymphocytes et macrophages intraépithéliaux (59). Les fonctions des
canaux efférents sont principalement le transport du liquide séminal et la réabsorption
des fluides. Les canaux efférents réabsorbent 90% des fluides sécrétés par le testicule
(56).
L’épididyme consiste en un long tubule convoluté qui est divisé en trois parties
principales : la tête, le corps et la queue (56). Il y a un changement abrupt du revêtement
épithélial entre le canal efférent et le segment initial de l’épididyme (56). La tête de
l’épididyme est entourée de tissue adipeux (52). Sur sa longueur, la hauteur de son
épithélium pseudostratifié cylindrique est inversement proportionnelle au diamètre de la
lumière tubulaire. Ainsi, les portions du tubule ayant le plus petit diamètre sont bordées
par l’épithélium le plus haut dans la tête de l’épididyme (figure 1 l)(57). Le diamètre








(52). Les cellules bordant l’épididyme ont une bordure en brosse et quelques-unes
possèdent des stéréocils (56).
(51).
1.2.4.3 Particularités physiologiques des canaux excréteurs
L’épididyme possède des fonctions de sécrétion et d’absorption des fluides du
testicule ainsi qu’une fonction de stockage des spermatozoïdes matures (61). Il possède
également une barrière hémato-épididymale ainsi qu’un microenvironnement essentiel à
la maturation et à la capacitation des spermatozoïdes (61). Chez la souris, ces fonctions





Tiré de Pathology ofthe
Mouse (57)
Sur le pôle crânial de l’épididyme est localisé un petit segment ovale sessile
nommé l’appendice testiculaire. Cet appendice semble dériver des canaux de Millier
28
1.2.5 Glandes accessoires
Chez la souris comme chez plusieurs mammifères, le système reproducteur mâle
comprend plusieurs glandes accessoires (figure 1 2)(55). Les plus imposantes sont les
vésicules séminales localisées dans la cavité abdominale (51). La partie concave des
vésicules séminales est bordée par les glandes coagulantes (51). Bordant chaque côté de
l’urètre pelvienne, le complexe prostatique se compose de la prostate ventrale et de la
prostate dorsolatérale (51). Dans la partie caudale de la cavité pelvienne, il y a une paire
de glandes bulbourétrales, communément nommées glandes de Cowper, localisées de
chaque côté de l’urètre (51). finalement, une paire de glandes prépuciales sont




Glande coagulante repr’ducteur mâle
Canal deferent murin (schéma)







1.2.5.1 Origines embryonnaires des glandes accessoires
Le développement des glandes accessoires chez la souris suit le même patron
que celui retrouvé chez la plupart des mammifères (51). Le complexe prostatique,
constitué de la prostate ventrale et dorsolatérale, origine du sinus urogénital (51). Chez
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la souris, comme chez les autres espèces, le parenchyme du complexe prostatique est
dérivé des bourgeons prostatiques (51). Ces bourgeons sont des excroissances
épithéliales qui émergent des sinus génito-urétraux sous la vessie et croissent dans le
parenchyme avoisinant (51). Chez l’embryon, les bourgeons prostatiques apparaissent
tard le jour 17 p.c. (51). Sur l’aspect ventral du sinus urogénital, 1 à 3 canaux par côté
sont observés. Entre 20 à 25 canaux par côté émergent de l’aspect dorsolatéral. Ces
deux groupes de canaux développent en lobes ventraux et dorsolatéraux respectivement
(51). Les glandes coagulantes (aussi nommés prostate antérieure (57)) émergent de deux
gros bourgeons qui croissent caudalement dans le mésenchyme situé dans la partie
concave des vésicules séminales (50, 51). Les vésicules séminales originent de la partie
caudale des canaux mésonéphrotiques (51).
1.2.5.2 Développement postnatal des glandes accessoires
Chez la souris, l’embranchement des bourgeons prostatiques se produit
principalement après la naissance (51). Le patron d’embranchement est distinctif pour
chacun des lobes. Les bourgeons de la prostate dorsale et ventrale s’allongent dans le
mésenchyme du sinus uretro-génital et subissent un embranchement dichotomique
extensif (51). L’apparence des glandes accessoires évolue graduellement jusqu’à 4
semaines d’âge (51).
1.2.5.3 Morphologie des glandes accessoires adultes
Chez la souris, les canaux prostatiques sont organisés et encapsulés dans des
lobes individuels localisés dans des positions spécifiques autour de l’urètre sans
toutefois l’entourer complètement (51). La prostate de la souris est particulière en ce fait
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qu’elle ne possède pas d’acini réels et est composée d’une série de canaux. Chacun des
lobes a des embranchements distinctifs (51).
Dans la prostate, la partie glandulaire est bordée par un épithélium cylindrique
bas composé de cellules sécrétrices entremêlées de cellules basales (51). Les glandes
coagulantes (ou prostate antérieure) sont allongées et possèdent une apparence
translucide et brillante (57). Ces glandes forment des structures minces et courbes
localisées dans la partie concave des vésicules séminales où elles sont fixées par du tissu
conjonctif (51) (figure 12)(55). Les tubules des glandes coagulantes sont bordés par un
épithélium cylindrique simple contenant des cellules sécrétrices hautes ainsi que des
cellules basales triangulaires (51). Chacune des glandes coagulantes a deux canaux
excréteurs qui entrent dans la paroi dorsale du col de la vessie (51). Typiquement, les
sécrétions de la prostate et des glandes coagulantes ne sont pas autant intensément
éosinophiliques à la coloration H&E que celles des vésicules séminales (52).
Les vésicules séminales sont grosses, pairées et sont localisées dorsolatéralement
à la vessie dans la cavité péritonéale (52). La surface interne est divisée en petites
régions par un système de crêtes primaires, secondaires et tertiaires formées de tissu
conjonctif et bordées d’un épithélium cylindrique. Cet épithélium est composé de
cellules sécrétrices hautes possédant un noyau localisé dans le tiers supérieur de la
cellule, et de petites cellules basales (51). La sécrétion intraluminale des vésicules
séminales est intensément éosinophilique à la coloration H&E (52).
Les glandes bulbo-urétrales sont pairées et composées de glandes tubulo
alvéolaires (51). Le corps de chacune des glandes est couvert en partie par le muscle
bulbocaverneux (musculus buÏbocavernosus). Le tissu conjonctif interlobulaire est
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pauvrement développé (51). Un canal principal simple draine chacun des lobes. Les
canaux glandulaires et les alvéoles sont bordés par un épithélium cylindrique haut
entremêlé de cellules basales (51).
1.2.6 Physiologie du système reproducteur mâle
1.2.6.1 Contrôle hormonal du système reproducteur mâle
Le processus de spermatogenèse ainsi que tous les autres aspects de la fonction
reproductrice mâle dépendent de la présence d’hormones produites par l’hypothalamus,
l’hypophyse et par le testicule formant ainsi l’axe hypothalamo-hypophyso-gonadal
(53).
Certains neurones de l’hypothalamus relâchent la gonadolibérine (GnRH) dans
la circulation porte hypothalamo-hypophysaire. La GnRH voyage jusqu’à l’hypophyse et
module la sécrétion des hormones gonadotropes (53).
Les cellules gonadotropes de l’hypophyse répondent à la GnRH en produisant de
l’hormone folliculo-stimulante (FSH) et l’hormone lutéinisante (LH). Ces hormones
connues sous le titre de gonadotropines sont relâchées dans la circulation sanguine pour
aller interagir avec leurs cellules cibles respectives (53).
L’hormone lutéinisante ou LH est une hormone glycoprotéinique de la famille
de protéines de TGf-13 (53). Elle a un effet indirect sur la spermatogenèse via la
stimulation des cellules de Leydig (53). Les cellules de Leydig possèdent un récepteur
de surface pour la LH et répondent à la stimulation en produisant et en relâchant la
testostérone (53). La testostérone est soit diffusée directement dans les tubules
séminifères ou est liée à un transporteur comme l’albumine lui permettant ainsi de
voyager dans les systèmes lymphatiques et sanguins (53).
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La testostérone et ses métabolites, la dihydroxytestostérone (DHT) et l’estradiol
(E2), sont appelés hormones sexuelles steroïdiennes (62). Ces hormones sont
directement impliquées dans le développement des gonades et des cellules germinales
chez les deux sexes ainsi que dans la différenciation sexuelle des organes reproducteurs
mâles (62). Des récepteurs pour la testostérone sont présents dans les cellules de Sertoli,
dans les cellules de Leydig et dans les cellules myoïdes péritubulaires (62, 63). Ainsi,
ces types cellulaires sont la cible directe de l’une de ces hormones ayant une action sur
le maintien de la fertilité (62).
Bien que la dihydroxytestostérone soit essentielle pour le développement du
système reproducteur mâle, la testostérone est l’androgène du testicule qui contrôle
directement le développement et les fonctions reproducteurs (62, 63). L’estradiol (E2) et
son récepteur (ERa) ont également un rôle à jouer dans le maintien de la fertilité chez le
mâle. Les niveaux de testostérone sériques sont beaucoup plus bas que les niveaux
intratesticulaires (53).
La deuxième hormone hypophysaire en importance est l’hormone folliculo
stimulante (F$H). La FSH, tout comme la LH, est une glycoprotéine membre de la
famille de TGF-3 (62). Les cellules de Sertoli ainsi que les spermatogonies possèdent
un récepteur pour la fSH. Ainsi, la fSH stimule directement les tubules séminifères via
son action sur ces cellules (53). La fonction première de la fSH dans la spermatogenèse
est la stimulation de la prolifération des cellules de Sertoli durant le développement pré
pubertaire. Les cellules de Sertoli ont un rôle crucial dans le maintien des cellules
germinales ainsi, le nombre des cellules de Sertoli influence directement le nombre de
cellules germinales (62).
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La FSH serait très importante pour initier la spermatogenèse durant le
développement post-natal (64). Durant la puberté, la fSH et la testostérone semblent
avoir un effet synergique sur la spermatogenèse (53).
D’autres facteurs sont aussi reconnus pour influencer la spermatogenèse. De
récentes études ont mis en évidence l’importance de facteurs locaux ou paracrins sur la
spermatogenèse. Ainsi, des cytokines testiculaires et d’autres facteurs de croissance (Il
1, Il-6, TNf, IFNy, LIF, SCf) sont produits non seulement par les cellules du système
immunitaire localisées dans les compartiments interstitiel et tubulaire mais aussi par les
cellules de Leydig, les cellules péritubulaires, les spermatogonies immatures et matures
ainsi que les spermatozoïdes (5$). Ces cytokines et facteurs de croissances auraient un
effet sur la prolifération des cellules germinales ainsi que sur les fonctions et les
secrétions des cellules de Leydig et de Sertoli (5$).
1.2.6.2 Rétrocontrôle hormonal du système reproducteur mâle
La testostérone produite par les cellules de Leydig inhibe la sécrétion de GnRH
de l’hypothalamus ainsi que la sécrétion de LH par l’hypophyse (65). Les cellules de
Sertoli produisent une hormone nommée inhibine. Cette hormone faisant partie de la
famille de protéines de TGF-13 a pour fonction d’inhiber la sécrétion de F$H en agissant
comme rétrocontrôle négatif sur la glande pituitaire (65).
1.3 Infertilité mâle
1.3.1 Causes pré-testiculaires affectant les testicules ou les canaux excréteurs
1.3.1.1 Désordres hypothalamique et hypophysaire
Toute maladie entraînant une déficience foetale des gonadotropines
hypophysaires va entraîner une hypoplasie des testicules (51).
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1.3.2 Causes testiculaires affectant les testicules
1.3.2.1 Problèmes héréditaires - congénitaux
L’hypoplasie testiculaire est un diagnostic morphologique qui couvre un grand
nombre de changements histologiques incluant la perte des cellules germinales et l’arrêt
de la spermatogenèse (66). La cryptorchidie est une cause fréquente d’hypoplasie du
testicule chez la majorité des mammifères et est caractérisée par une rétention
abdominale d’un seul ou des deux testicules (67). Les régions les plus communes où se
retrouvent les testicules cryptorchides sont le canal inguinal et la région sous-lombaire
de la cavité abdominale postérieure (67). Une variété de changements anatomiques
peuvent causer une rétention de l’un ou des deux testicules : malformations scrotales,
anneau inguinal trop petit, vaisseaux spermatiques, canal déférent et muscle crémaster
trop courts et adhérences péritonéales (67).
Dans le testicule affecté, les tubules séminifères sont petits et possèdent souvent
une membrane basale épaissie (6$). Dans la plupart des cas, il y a un arrêt de la
spermatogenèse (69). Une cryptorchidie unilatérale est souvent associée à de l’infertilité
car des changements dégénératifs se produisent également dans le testicule opposé(68,
69). Cette dégénérescence serait possiblement de nature auto-immune et serait
engendrée par le testicule retenu (51, 67).
L’hypoplasie testiculaire est associée à plusieurs autres conditions
notamment les chromosomes collants (lorsque les chromosomes ne se séparent par
complètement lors de la mitose (70)) chez les bovins et le syndrome de Klinfelter
(XXY) chez plusieurs espèces dont l’humain (66). La cause de l’hypoplasie testiculaire
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est souvent inconnue chez plusieurs espèces (chevaux, chèvres, moutons, porcs) mais
souvent soupçonnée d’être héréditaire (66).
Le pseudohermaphrodisme ou féminisation testiculaire est associée à de petits
testicules (hypoplasiques), bilatéraux ainsi qu’à une absence des canaux excréteurs
(épididyme, canal déférent) causée par une déficience en androgène (67). Le testicule
non descendu repose habituellement dans la région inguinale ou dans la cavité
péritonéale. Dans les tubules séminifêres, il y a habituellement une ou deux rangées de
cellules consistant principalement en spermatogonies et en cellules de Sertoli et un très
petit nombre de spermatocytes (67).
1.3.2.2 Dégénérescence -Atrophie testiculaire
1.3.2.2.1 La définition
Le terme dégénérescence de l’épithélium germinal est utilisé pour définir un
processus dégénératif actif (67). Une condition dégénérative est souvent accompagnée
de cellules dégénérées dans la lumière. L’atrophie est un terme approprié lorsqu’il y a
perte complète ou partielle de l’épithélium séminifère (67). Les deux termes sont
souvent utilisés de facon interchangeable dans la littérature.
1.3.2.2.2 Les causes de la dégénérescence testiculaire
La dégénérescence de l’épithélium germinal se produit spontanément et sans
étiologie évidente chez les souris âgées (67). La dégénérescence de l’épithélium
germinal est une réponse non-spécifique du testicule face à plusieurs influences
négatives telle que la déprivation des gonadotropines hypophysaires, la présence
d’androgène ou d’oestrogène exogènes, la présence de radiations ionisantes, la
malnutrition, la déficience en vitamines A et E, une pyrexie prolongée, l’amyloïdose
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testiculaire, certaines maladies infectieuses, la perte d’innervation, l’occlusion des
vaisseaux spermatiques, certaines maladies génétiques ainsi que la présence de certains
néoplasmes et agents cytotoxiques (67). Les prochains points détaillent quelques-unes
de ces causes.
1.3.2.2.2.1 Les agents toxiques
La mort d’une population spécifique de cellules germinales peut être observée
dans le cas d’agents cytotoxiques affectant, par exemple, seulement les divisions
mitotiques des spermatogonies (71, 72). Certaines toxines comme les glycols éthers
vont cibler précisément les spermatides en méiose (73).
Les cellules de Sertoli ont un rôle crucial dans le support de la spermatogenèse.
À cause de ce rôle important, toute toxine compromettant leur fonction aura des effets
néfastes sur les cellules germinales et entraînera des changements dégénératifs à cet
endroit (74).
Tout agent interférant avec la voie de la steroïdogenèse ou avec les niveaux
sériques d’hormones régulatrices (LII ou prolactine) est susceptible d’interférer avec la
fonction des cellules de Leydig (75, 76). Les cellules de Leydig peuvent aussi être la
cible directe de certains agents cytotoxiques (77, 7$).
1.3.2.2.2.2 L’inflammation
Les inflammations du testicule, ou orchites, sont peu fréquentes chez la souris
(67). Lorsque présentes, ces infections sont habituellement le résultat d’agents
bactériens infectant le testicule et l’épididyme par la voie ascendante ou secondairement
à des traumas perforants résultant de morsures (67). Les bactéries les plus fréquemment
isolées chez la souris sont Escherichia cou, Proteus vulgaris ainsi que plusieurs espèces
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de Streptococcus et de $taphyÏococcus. Pasteurellapneumotropica ainsi que
Staphylococcus aureus sont également fréquemment isolés de ce type d’infection chez
la souris et causent habituellement une réaction purulente intense (67).
Une inflammation particulière nommée granulome spermatique peut se produire
secondairement à un spermatocèle (dilatation kystique d’un tubule du rete testis ou de la
tête de l’épididyme contenant habituelement des spermatozoïdes), à des infections
bactériennes ou encore à tout trauma rupturant la membrane basale de l’épithélium
séminifêre (67). Dans ces conditions, la barrière hémato-testiculaire est rompue et le
stroma testiculaire se retrouve exposé aux spermatozoïdes. Le résultat est une
inflammation granulomateuse (granuome spermatique) caractérisée par de nombreux
macrophages épithélioïdes, lymphocytes et cellules géantes multinucléées entourés,
dans les cas chroniques, par une capsule fibreuse (67). Dépendamment de la taille des
granulomes spermatiques, le mouvement des spermatozoïdes dans le testicule ou
l’épididyme peut être affecté. Les granulomes spermatiques sont beaucoup plus
communs dans l’épididyme (67).
1.3.2.2.2.3 L’ amyloïdose systémique
Une maladie commune chez plusieurs lignées de souris est l’amyloïdose
systémique (79). Les dépôts d’amyloïde affectent les capillaires, les veines de petit
calibre et les artères de petit et de moyen calibres. La déposition de ce matériel
fibrillaire amorphe peut interférer, dans les cas plus marqués, avec l’apport sanguin dans
différents organes y compris l’apport sanguin aux tubules séminifères (79).
Également, la déposition d’amyloïde dans le tissue interstitiel conduit à l’atrophie des
cellules de Leydig ($0).
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1.3.2.2.2.4 Désordres vasculaires
L’inflammation de la paroi des vaisseaux sanguins dans le testicule est plus
souvent observée dans le cadre d’une vasculite systémique (57). Ces lésions vasculaires
systémiques sont reconnues sous les termes suivants artérite, périartérite, panartérite,
polyartérite et nécrose fibrinoide de la paroi artérielle. Ces lésions sont rapportées
occasionnellement chez les souris de la lignée C57B1\6 (57).
La balance des fluides interstitiels dans le testicule produits en partie par le
transudat provenant des capillaires et des fluides des tubules séminifères produits par les
cellules de Sertoli, peut être facilement dérangée résultant en une variété d’effets
incluant la dilatation ou contraction des tubules séminifères et l’oedème interstitiel (81)
1.3.3 Causes post-testiculaires
1.3.3.1 Troubles congénitauxlhéréditaires affectant les canaux efférents et
l’épididyme
1.3.3.1.1 Canaux efférents en cul-de-sac
Des anomalies de développement qui résultent en la formation de canaux
efférents connectés à une seule extrémité et ainsi nommés canaux efférents en cul-de-
sac sont décrits chez plusieurs espèces (59). Deux catégories de canaux en cul-de-sac
ont été définies 1) les canaux en cul-de-sac originant du rete testis ainsi que du
segment testiculaire des canaux efférents, 2) les canaux en cul-de-sac originant du
segment épididymal des canaux efférents (59). Les deux types d’anomalies ont été
rapportés chez le mouton, la chèvre, le porc, le bovin et l’équin, le chien et le rat. Chez
le bovin et l’équin, la fréquence des canaux en cul-de-sac est suffisament grande pour
être considérée un facteur important de spermiostase (82, 83). Chez le chien, les canaux
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en cul-de-sac sont souvent associés à des granulomes spennatiques ainsi qu’à présence
de plusieurs cellules inflammatoires intratubulaires (59, 84). Chez le rat, contrairement
aux animaux domestiques, les canaux efférents en cul-de-sac ne contiennent pas de
sperme et ne possèdent aucune évidence de granulome spermatique (85). Chez ces
derniers, des cils motiles balayant en direction rétrograde sont observés dans plusieurs
canaux en cul-de-sac ($5). Ce phénomène explique l’absence de sperme dans la lumière
de ces canaux ($5).
Donc, chez certaines espèces les canaux en cul-de-sac contiennent du sperme
stagnant. Chez d’autres espèces, ces tubules ne contiennent habituellement pas de
sperme et possèdent un diamètre similaire aux canaux efférents normaux. Leur
épithélium est aussi rapporté comme étant anormal morphologiquement (59). Chez le
rat, l’épithélium des canaux efférents en cul-de-sac ne posséderait pas toutes les
structures lysosomiales typiques et posséderait des mitochondries avec une
conformation anormale indiquant une activité métabolique moindre (59). Cette anomalie
est directement reliée à un trouble du développement embryonnaire des conduits
mésonéphrotiques qui donnent origine aux canaux efférents (59).
1.3.3.1.2 Problème dans la transition entre les canaux efférents et l’épididyme
Puisque les canaux excréteurs de l’appareil reproducteur mâle possèdent une
origine embryonnaire différente, la jonction entre le conduit mésonéphrotique (canal de
Wolff) et les tubules mésonéphrotiques (canaux efférents) est un endroit à risque (60).
Dans des circonstances normales, la transition entre l’épithélium simple cubique cilié du
canal efférent et l’épithélium pseudostratifié cylindrique de l’épididyme se fait de façon
très abrupte (59).
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Chez le porc, cette transition d’un épithélium à l’autre a été identifiée à trois
localisations la jonction bout-à-bout et deux types de jonctions bout-à-côté (figure 13)
(60). La jonction bout-à-bout est caractérisée par l’absence d’embranchement et une
transition abrupte entre l’épithélium cilié du canal efférent à l’épithélium simple
cylindrique haut de la tête de l’épididyme (figure 13, A) (60). La majorité des jonctions
observées chez le porc entre le canal efférent terminal et l’épididyme est cependant de
type bout-à-côté (Figure 13 , B et C) (60). Dans ce cas, la transition entre le canal
efférent et l’épididyme se fait dans un angle aigu (figure 13, B et C). La transition entre
les deux types d’épithélium se fait soit dans l’épididyme (B) ou dans le canal efférent
(C). Dans ce dernier cas, l’extension de l’épithélium de l’épididyme dans le canal
efférent entraîne inévitablement un rétrécissement de la lumière et une spermiostase au
site de la transition (60).
Figure 13.
Jonction entre le canal efférent et
épididyme chez le porc
Trois différents types de jonctions
entre le canal efférent (efd) et
l’épididyme (epd) chez le porc.
A : bout-à-bout
B bout-à-côté avec la transition
entre les épithélia dans l’épididyme
C bout-à-côté avec la transition
entre les épithélia dans le canal
efférent
Tiré de “The junctions between
efferent ductules and epididymal
duct in the boar” (60)
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1.3.3.1.3 L’aplasie des canaux excréteurs
L’aplasie des canaux efférents a été rapportée chez l’humain et chez le rat (59,
86) ainsi que chez le bovin (82).
L’aplasie de l’épididyme a été rapportée chez le bovin, la chèvre, le mouton, le
chien ainsi que chez l’humain. L’aplasie est unilatérale ou bilatérale. Elle affecte le
corps et la queue de l’épididyme plus fréquemment (66). Les structures sont absentes ou
sous-développées (hypoplasie). Chez l’humain, cette aplasie de l’épididyme est souvent
associée à la fibrose kystique (66).
L’aplasie du canal déférent a été rapportée chez le porc, le chien ainsi que chez
l’humain (66). Cette aplasie est unilatérale ou bilatérale (66). Chez le porc, il est
rapporté que celle condition entraîne une dilatation de la queue de l’épididyme ainsi que
du canal déférent en cul-de-sac par du sperme (66).
1.3.3.2 Désordres acquis affectant les canaux efférents et les épididymes
1.3.3.2.1 L’inflammation
L’inflammation des canaux excréteurs est commune. L’une des présentations est
le granulome spermatique. Les granulomes spermatiques développent lorsqu’il y a
passage du sperme de la lumière du canal efférent ou de l’épididyme dans le tissu
conjonctif adjacent (66). Ce bris de la barrière sanguine survient lors de stase du sperme
dans les canaux efférents en cul-de-sac, dans les canaux épididymaux aberrants et lors
de spermiostase entraînée par l’adénomyose de l’épididyme (66). Dans cette condition,
la population de cellules inflammatoires est principalement composée de lymphocytes et
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de macrophages. L’inflammation peut être intratubulaire ou extratubulaire seulement et
peut entraîner une obstruction du transit du sperme (56).
1.3.3.2.2 Les toxines affectant les canaux excréteurs
Un petit nombre de toxines ont été reconnues comme ayant une action
obstructive sur les canaux efférents (56, 59). L’effet du carbendazime sur les canaux
efférents de rat résulte en un détachement prématuré des cellules germinales de
l’épithélium séminifère et en une occlusion des canaux efférents par des granulomes
spermatiques (87, $8).
Un changement épididymal observé chez le rat, le chien et l’humain est décrit
sous le terme changements cribriformes ($9). Ce changement est caractérisé par la
présence de proliférations épithéliales dans la lumière tubulaire (89). Ces changements
cribrifonnes sont décrits comme changements cytotoxiques secondaires chez le chien et
le rat ainsi que spontané chez certains chiens (89). Les changements cribriformes sont
associés à une atrophie testiculaire secondaire et peuvent êtres secondaires à un
débalancement hormonal (89, 90).
1.3.4 Conséquences de l’obstruction des canaux efférents et des épididymes
L’obstruction des canaux efférents conduit à une dégénérescence ainsi qu’à
l’atrophie testiculaire secondaire à l’augmentation de la pression des fluides dans les
tubules séminifères (91-94).
Deux sites d’obstruction ont été fréquemment étudiés: l’obstruction des canaux
efférents et l’obstruction du canal déférent (93). La ligature des canaux efférents chez le
rat entraîne une dégénérescence rapide et extensive de l’épithélium séminifère avec une
perte sévère des cellules germinales (93). Les dommages à l’épithélium séminifère suite
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à l’obstruction de l’épididyme sont possiblement secondaires à l’augmentation de la
pression dans les tubules séminifères, à l’accumulation de métabolites et également, à
l’absence de substance sécrétée par l’épididyme (93, 95). Les lésions obstructives
localisées dans le corps et la queue de l’épididyme sont moins sujettes à entraîner une
dégénérescence testiculaire que celles localisées dans les canaux efférents et la tête de
l’épididyme (93). Dans le cas des lésions obstructives localisées distalement dans les
canaux excréteurs, la stase des fluides et des spermatozoïdes peut être compensée par la
réabsorption et la phagocytose faites par les canaux efférents et la tête de l’épididyme
diminuant de ce fait la pression de reflux dans le testicule (95).
HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS
Dans l’étude de cette lignée de souris transgénique démontrant de l’infertilité
mâle, le projet est séparé en deux volets distincts : la caractérisation du génotype de la
lignée de souris et la caractérisation du phénotype d’infertilité observé chez les souris
mâles homozygotes. Voici les hypothèses proposées dans ce projet de recherche.
Pour le volet portant sur la caractérisation du génotype, l’hypothèse est la suivante:
1. Les transgènes se sont insérés dans le génome de la souris, à un ou plusieurs
sites d’intégration et entraînent un dérèglement d’un seul ou de plusieurs gènes
d’importance dans la fonction reproductrice mâle.
Pour la caractérisation du phénotype observé chez les souris mâles homozygotes,
l’hypothèse est la suivante
2. Il y a des changements morphologiques et/ou fonctionnels dans le système
reproducteur venant expliquer l’infertilité des souris homozygotes mâles.
Les objectifs généraux de ce projet sont donc:
1. Déterminer le nombre et l’emplacement exact du site d’intégration des
transgènes dans le génome.
2. Déterminer le (s) gènes affectés par l’insertion des transgènes.
3. Étudier la fonction du/des gène(s) potentiellement affecté(s) et son! leur
implication dans le système reproducteur mâle.
4. Caractériser les changements morphologiques observables expliquant l’infertilité
mâle de cette lignée de souris.
MÉTHODOLOGIE
3.1 Les souris transgéniques anti-5
3.1.1 La lignée
La lignée de souris fVB utilisée provenait du laboratoire du Dr David
Silversides à la Faculté de médecine vétérinaire de l’Université de Montréal. Les souris
FVB/N sont des souris cosanguines albinos (96). Ces souris sont utilisées pour la
technique de micro-injection pronucléaire car leurs oeufs fécondés ont un pronoyau mâle
proéminent (96).
Cette lignée de souris est homozygote pour J’allèle de la dégénérescence
rétinienne (Pde6bt) et sont donc aveugles à la puberté. La lignée FVB comporte aussi
une mutation dans le gène de la tyrosinase (locus c) qui résulte en une substitution d’un
acide aminé sérine pour celui de la cystéine (96, 97). La protéine tyrosinase est donc
non-fonctionelle chez cette lignée et résulte en une absence de coloration du pelage
(albinos) (97).
3.1.2 Caractéristiques des transgènes
Deux transgènes ont été conçus en laboratoire. Le premier transgène ou
transgène principal est composé du promoteur de la Protamine- Yellow Fluorescence
Protein antisense et du SV4O polyA. Le promoteur de la protamine est exprimé de façon
spécifique dans les spermatides. Le but de l’utilisation de ce promoteur est donc
d’activer le gène du Yellow Fluorescence Protein antisens dans cette population
cellulaire spécifique (98). Le second transgène inséré est composé du minigène de la
tyrosinase aussi nommé Tyrosinase Enhancer Transgene. Ce deuxième transgène
contribue à donner une coloration au pelage des souris ayant intégré les transgènes (97).
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3.1.3 La création des souris transgéniques par micro-injection pronucléaire
Les souris transgéniques ont été créées dans le laboratoire du Dr David
Silversides par la procédure de micro-injection pronucléaire telle que décrite dans
plusieurs publications (2, 99, 100).
3.1.4 Les souris transgéniques anti-5
Cette lignée de souris transgéniques a été créée afin d’étudier le développement
embryonnaire du système reproducteur. Cependant, des problèmes d’infertilité identifiés
chez les mâles homozygotes pour les transgènes limitaient leur utilisation pour les fins
auxquelles ils avaient été créés.
Les souris étudiées dans ce projet de recherche étaient donc des souris mâles
homozygotes et hétérozygotes pour les transgènes, âgés entre 2 et 4 mois.
Contrairement aux souris FVB/N, les souris transgéniques de la lignée anti-5
avaient un pelage pigmenté (f igure 14). Ces souris avaient donc bel et bien intégré les
transgènes dans leur génome. Le transgène du minigène de la Tyrosinase confère la
pigmentation du pelage aux souris l’ayant intégré (97). Les souris hétérozygotes étaient
plus pâles tandis que les souris homozygotes ayant deux copies du site d’intégration du
transgène (homozygote), étaient plus foncées (97).
Les mâles homozygotes de la lignée de souris transgéniques anti-5 étaient
infertiles. Les mâles hétérozygotes, pour leur part, démontraient une fertilité normale.
47
Des études préliminaires portant sur l’examen macroscopique et microscopique
des tissus provenant d’une souris mâle homozygote et d’une souris mâle hétérozygote
ont démontré des changements marqués dans l’appareil reproducteur mâle. Ces
changements étaient présents seulement chez le mâle homozygote. Les tissus de la
souris mâle hétérozygote ne présentaient aucun changement significatif et ont donc été
utilisés ici en guise de contrôle.
3.2 Caractérisation génique
3.2.1 Identification du site d’intégration du transgène
Deux techniques ont été utilisées pour identifier le site ainsi que le nombre de
sites d’insertion des transgènes dans le génome: l’hybridation in situ en fluorescence
(fISH) et l’adaptation d’une technique basée sur l’amplification par polymérase en
chaine (PCR) utilisant le « Universal Genome Walker Protocol » (BD BioSciences












3.2.1.1 Hybridation in situ en Fluorescence (FISH)
Les lames non-chargées sont déposées dans un contenant pour lames et on ajoute
de l’acide chlorhydrique. On laisse reposer la solution contenant les lames pour une
période de 24 heures. Les lames sont ensuite lavées à l’eau courante déionisée pour 10-
20 minutes.
Le milieu de culture est préparé avec 4 ml de sérum foetal de bovin contenant
20m1 de RPMI media 1640 et 200 d de L-glutamine à 37°C et finalement 50 mg/ml de
lipopolysaccharide (LPS).
Une sonde spécifique à la tyrosinase nommée TyBs et marquée avec la
digoxigénine est utilisée dans cette procédure d’hybridation in situ. La sonde a été créée
dans le laboratoire du Dr Paul Overbeek au Baylor College of Medicine, Houston,
Texas.
Des segments de la rate d’une souris homozygote sont coupés en petits
morceaux et placés dans 10 ml de milieu de culture cellulaire. Le tout est placé dans un
incubateur à 37°C (5% C02) pour 4$ heures.
Les cellules sont récoltées selon des méthodes conventionnelles de
cytogénétique. Les chromosomes en métaphase sont ensuite étalés sur les lames qui sont
séchées à l’air et conservées à —20°C.
Les lames séchées à l’air sont colorées avec le Giemsa afin d’observer les bandes
G sur les chromosomes en métaphase.
Les métaphases contenant le bon nombre de chromosomes et démontrant des
bandes G bien distinctes sont localisées, photographiées et ensuite décolorées dans
l’éthanol 70% avant l’hybridation in situ.
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Les lames sont immergées dans du formol 3% à pH neutre pour 3 minutes. Ces
dernières sont par la suite immergées dans du SSC pour 30 minutes à 37°C et
déshydratées dans une série de bains d’éthanol 70%, 80% et 95%.
La solution d’hybridation contient 5 tg d’ADN complémentaire de souris et 200
ng de la sonde, nommée TysB, dans 50% formamide/ 2X $SC avec du sulfate dextran
10%. La solution est appliquée aux lames et une lamelle 22x 20 mm est déposée et
scellée avec du « rubber cernent ».
Les lames et la sonde sont dénaturées à 75°C pour 2.5 à 3 minutes et placées
dans une chambre humide à 37°C pour hybridation durant la nuit.
Le signal d’hybridation est détecté avec l’ajout de sérum anti-digoxigénine
marqué avec la fluorescéine (FITC) et les chromosomes sont colorés avec 0,5 tg/ml de
4’-6’-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) dans une solution tampon.
Les bandes G des chromosomes en métaphase sont ensuite comparées aux
chromosomes sous la lumière fluorescente pour identifier la localisation et le nombre de
sites d’insertion des transgènes.
3.2.1.2 Le protocole” Universal GenomeWaiker”
Une souris femelle homozygote de 7 mois a été euthanasiée et les reins et la rate
ont été prélevés pour isolement de l’ADN. L’ADN a été isolé avec la trousse pour les
tissus animaux (QIAgen, Ontario, Canada).
La première étape de la digestion enzymatique est caractérisée par le choix
d’enzymes de restriction coupant l’ADN de façon mousse. Le choix des trois enzymes
est PMLI, NRUI, BmgBI. Ces trois enzymes sont actives à 37 °C et inactives à 65°C et
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20°C. Les digestions enzymatiques sont exécutées selon le protocole décrit dans
«Universal GenomeWalker kit» (BD Biosciences Clontech, San Jose, Ca, USA)
Suivant l’incubation à 37 oc durant la nuit, 100 pi d’ADN est purifié avec
l’ensemble de purification «QlAquik PCR Purification kit» (QIAgen, Ontario,
Canada).
La liaison de l’ADN génomique à l’adapteur GenomeWalker a été exécutée telle
que décrite dans le manuel de l’utilisateur « Universal GenomeWalker Kit» (BD
Biosciences Clontech, San Jose, Ca, USA).
La prochaine étape vise à établir les quatre différents scénarios possibles des
oligonucléotides en fonction de la position sens ou antisens des différents éléments du
transgène en vu de l’amplification par PCR d’un segment d’ADN génomique au site
d’intégration (Annexe 1).
Ayant établi les différentes possibilités, les réactions d’amplification par PCR
ont été montées. Les tableaux en annexes 2 et 3 présentent les réactions de PCR
emboîtées avec les oligonucléotides créés. Six oligonucléotides par enzymes de
restriction ont été utilisés pour un total de 1$ réactions de PCR. Des réactions
emboîtées de PCR ont été montées afin d’augmenter la spécificité de la réaction. Ces
réactions de PCR sont présentées dans les tableaux A et B avec la séquence des
oligonucléotides utilisés. Ces réactions d’amplification par PCR sont montées selon le
protocole « Advantage 2 PCR Enzyme System» (BD Biosciences Clontech, San Jose,
Ca, USA). Les temps utilisés pour les cycles d’amplification étaient de: icycle 95°C -
1 mm, 35 cycles à 95°C pour 30 secondes, suivi de 65°C pour 6 min et finalement, 1
cycle à 65° C pour 6 minutes.
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Les amplicons de PCR ont été séparés par électrophorèse sur un gel d’agarose
1% contenant 10 tg de bromure d’éthidium. Une échelle d’ADN standard a été utilisée
(Fisher Scientific, Fairlawn. NJ) en même temps que les amplicons afin d’obtenir les
standards de migration des poids moléculaires.
Les segments d’ADN amplifiés ont ensuite été placés dans un vecteur afin d’être
transformés. La liaison des échantillons a été faite selon le protocole « PGEMT and
PGEMT easy vector system » (Promega, Madison, WI, USA). La liaison a été incubée
pour 2 heures à la température de la pièce.
Le plasmide a ensuite été inséré dans des bactéries compétentes. Deux cent
cinquante microlitres de bactéries compétentes décongelées à la température ambiante
ont été ajoutées. Les échantillons ont été placés dans un bain-marie à 42 oc pour 90
secondes et ensuite, le mélange a été placé dans 600 pi de milieu de culture bactérien.
Les échantillons ont ensuite été placés à 37°C pour 45 minutes dans un incubateur.
Les pétris ont été identifiés. Par la suite, 40 tl de Xgal a été ajouté à chacun des
pétris (2Omg/ml) et ensuite 4 pi/pétri de deisopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside
(IPTG). En terminant, 250 t1 de chacun des milieux de culture ont ensuite été ajoutés
aux pétris, suivis d’un bon étalement. Les pétris ont finalement été placés dans un
incubateur à 37°C pour une période de 12 heures.
Le lendemain, les colonies positives, c’est-à-dire celles qui étaient blanches, ont
été identifiées. Les pétris ont été placés à 4°C jusqu’à la mise en milieu de culture.
Les colonies blanches ont été définies comme ayant intégré le plasmide au site
du gène de la bêta galactosidase rendant ainsi ce gène non-fonctionel. Les colonies
n’ayant pas intégré le plasmide avaient donc le gène de la béta-galactosidase toujours
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fonctionnel et étaient donc de couleur bleue. Les colonies blanches ont donc été
sélectionnées et piquées dans les milieux de cultures identifiés. Les milieux de culture
ont ensuite été placés dans un incubateur à 37°C pour la nuit.
Les minipreps ont été faits selon le protocole utilisant le« QlAprep Spin
Miniprep Kit » (QIAgen, Ontario, Canada).
Le principal mélange a été monté pour 20 digestions (20X) et était composé de
l’enzyme PSI (0,5 tl x 20 = 10 jil), du tampon 1OX (2 tl x 20 40 .tl), de l’enzyme
SPH 1(0,5 pi x 20 = 10 pi) et de l’eau (12 pi x 20 = 240 tl). Les digestions ont été
montées en ajoutant l’ADN plasmidique à chacune. Les digestions ont été placées dans
un bain-marie à 37°C pour 1 heure.
Les plasmides ont été migrés par électrophorèse sur un gel d’ agarose 1%
contenant 10 ig de bromure d’éthidium. Une échelle d’ADN standard (Fisher
Scientific, fairlawn, NJ) a été migrée en même temps que les amplicons afin d’obtenir
les standards de migration. Les bandes représentatives ont été identifiées. Les
échantillons représentatifs ont finalement été envoyés pour séquençage.
Les résultats du séquençage ont été comparés avec des bases de données
publiques (Ensembi mouse genome data).
3.3 Caractérisation morphologique
3.3.1 Les nécropsies
Un premier groupe comportant six souris âgées entre 2 et 4 mois (trois
homozygotes et trois hétérozygotes) a été nécropsié. Les souris ont été pesées et
nécropsiées selon un protocole de nécropsie préalablement établi. Tous les tissus
provenant des systèmes: digestif (foie, esophage, estomac, intestin), respiratoire (voies
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respiratoires supérieures, trachée, poumons), endocrinien (thyroïdes, parathyroïdes,
glandes surrénales), nerveux (cerveau, cervelet, hypophyse, moelle allongée), musculo
squelettique (os et muscles squelettiques des membres inférieures et de la tête),
cardiovasculaire (coeur et aorte) et hématopoïétique (rate, moelle osseuse) ainsi que les
reins ont été placés dans du formol 10% tamponné. Les organes reproducteurs mâles
incluant les testicules, les épididymes, canaux efférents ainsi que les glandes sexuelles
accessoires (vésicules séminales, glandes coagulantes, prostate) et le système urinaire
inférieur (vessie, urètre) ont été placés dans le fixateur Davidson modifié pour 24 heures
pour ensuite êtres coupés et placés dans l’alcool 70% (101). Suite à une fixation dans le
formol 10% tamponné pour 24 heures, les crânes des souris, les membres inférieurs et
les sternums ont été décalcifiés dans du TBD-2 (Thermos electron) pour une période de
24 heures et ont été coupés et placés dans du formol 10% tamponné.
N’ayant observé aucun changement macroscopique et histopathologique à
l’extérieur du système reproducteur mâle dans la première cohorte, une deuxième
cohorte comportant dix souris (sept homozygotes et trois hétérozygotes) âgées entre 2 et
4 mois a été nécropsiée. Les organes internes ont été analysés macroscopiquement et
seuls les systèmes reproducteurs mâles incluant les testicules, les épididymes, les canaux
efférents de même que les glandes accessoires (prostates, vésicules séminales, glandes
coagulantes) ainsi que l’appareil urinaire inférieur (vessie, urètre) ont été prélevés. Les
organes ont été placés dans le fixateur Davidson modifié pour une période de 24 heures
pour ensuite être placés dans l’alcool 70% (101). Cinq sections transversales et
longitudinales ont été faites sur chaque paire de testicules. Les sections longitudinales
permettent une bonne visualisation du rete testis tandis que les sections transversales
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permettent d’identifier les stades du cycle spermatogénique pour chacun des tubules
séminifères. Les épididymes avec les canaux efférents ont été placés intacts dans les
cassettes ainsi que les vésicules séminales et les glandes coagulantes. Afin de visualiser
la prostate, l’urètre pelvienne a été sectionnée longitudinalement.
Au total, dix-huit souris mâles âgées entre 9 et 18 semaines ont été nécropsiées. Sur
ce nombre, onze souris étaient homozygotes pour le transgène et présentaient le
phénotype d’infertilité tandis que sept souris étaient hétérozygotes, et ne démontraient
pas de problème d’infertilité. Les deux groupes de souris étaient âgés entre 2 et 4 mois
et provenaient de mêmes portées. Ils étaient donc élevés ensemble sous les mêmes
conditions environnementales.
Les testicules et les épididymes de chacune des souris ont été pesés après
fixation sur une balance micrométrique et les poids ont été compilés dans un tableau en
Annexe 5.
Les tissus de tous les organes ont été montés dans des blocs de parafine, coupés
au microtome à 4 jim d’épaisseur et colorés au H&E.
Des sections additionelles des testicules et des épididymes ont été coupé au
microtome et colorées au PAS.
3.3.2 Traitement statistique des données objectives
Les poids des testicules et épididymes provenant des souris homozygotes et
hétérozygotes ont été comparés en utilisant le « Student t-test » pour données non
pairées, avec le seuil fixé à 0,05. Tous les tests statistiques ont été effectués en utilisant
le logiciel Prism 4 for MacIntosh, version 4.Oa (GraphPad Software, Inc.).
PRÉSENTATION ET ANALYSE DES RÉSULTATS
4.1 Résultats de la caractérisation génétique
4.1.1 Identification du site d’insertion du transgène par l’hybridation in situ en
fluorescence
La figure 15 présente un étalement des chromosomes en métaphase et coloré au
Geimsa. Les bandes G permettent une bonne identification des 20 paires de
chromosomes constituant le génome de la souris.
À l’hybridation in situ en fluorescence (fISH), un fort signal de fluorescence a
été identifié sur deux chromosomes (figure 16). Un signal plus faible a également été
perçu sur deux autres chromosomes. Des noyaux en interphase présentaient également
des signaux de fluorescences. Les chromosomes ont été identifiés un à un en comparant
les bandes G avec un idiogramme de souris provenant d’une banque de données
publiques (figure 3). La région de forte fluorescence (flèches jaunes) est localisée sur le
chromosome 3 et plus précisément dans la région f3 de ce chromosome. La sonde
utilisée (TyBs) était spécifique pour le gène de la tyrosinase dans le transgène nommé







en métaphase colorés au
Giemsa et démontrant les
bandes G.
56
Le fort signal obtenu indiquait un grand nombre de copies et représentait le site
d’insertion vraisemblable des transgènes. Le faible signal qui a été identifié sur la paire
de chromosome 7 (flèches blanches) représentait probablement le gène endogène de la
tyrosinase localisé à cet endroit (contrôle positif) (43). Les mêmes trouvailles ont été
confirmées sur plusieurs métaphases, observées sur plusieurs préparations de lames lors
de cette expérimentation.
Un seul site d’insertion des transgènes a donc grossièrement été identifié dans la
région f3 du chromosome 3.
4.1.2 Identification du site d’insertion du transgène par PCR
L’utilisation du « Universal GenomeWalker Kit » avait pour but de cerner plus
précisément le site d’insertion des transgènes dans le génome (43).
Des exemples des différentes bandes isolées des réactions d’amplification par
PCR sont présentés en annexe 4. faisant suite à la liaison, à la transformation et à la
Figure 16.
L’hybridation in situ en
fluorescence (souris anti-5
homozygote)
La région f3 du chromosome 3
positive avec la sonde TyBS
marquée avec la digoxigénine
(flèches jaunes).
faible signal sur la paire de
chromosome 7 (flèches
blanches) représente le gène
endogène de la tyrosinase
(contrôle positif).
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digestion, les échantillons d’ADN ont été envoyés pour séquençage. Les résultats du
séquençage ont ensuite été comparés avec des banques de données publiques.
À quelques reprises, des segments d’ADN génomique sur le chromosome 7 ont
été séquencés (gène endogène de la tyrosinase) (43). Un segment d’ADN génomique
provenait de l’extrémité SP6 du vecteur a également été séquencé et localisé sur le
chromosome 11. Ce segment ne comportait pas l’extrémité de l’adapteur API. Un autre
segment prometteur localisait le transgène sur le chromosome 17. Aucun segment n’a
été séquencé autour de la région F3 du chromosome 3.
4.2 Résultats de la caractérisation morphologique
4.2.1 Données objectives
Les poids des testicules et épididymes provenant des souris homozygotes et
hétérozygotes ont été mesurés et comparés (Annexes 5a et 5b). Les testicules des souris
homozygotes étaient significativement (P = 0,001) plus petits [151,1 ± 6,l3mg
(MOY±SEM, n 10)] que ceux du groupe contrôle [197,5 ± 10,4 lmg (MOY±SEM, n
= 6)]. Contrairement aux testicules, la comparaison des poids des épididymes ne révéla
aucune différence significative (P = 0,2$) [homozygotes : $3,72 ± 7,$6mg (MOY+SEM,
n = 10), hétérozygotes : 71,39 ± 4,85 (MOY±$EM, n 6)].
4.2.2 Changements morphologiques
Les testicules des souris homozygotes apparaissaient macroscopiquement plus
petits que ceux des hétérozygotes et ils étaient descendus dans le scrotum. L’examen
histologique des sections révèlait une atrophie segmentaire, multifocale, modérée à
sévère de l’épithélium germinal (figure 1 7a) comparé au contrôle (Figure 1 7b). Ces
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changements étaient présents dans des degrés variables chez la totalité (10/10) des sujets
homozygotes.
L’épithélium germinal était multifocalement désorganisé et dépourvu de
spermatocytes et de spermatides. Multifocalement, le cytoplasme des cellules de Sertoli
présentait de larges vacuoles claires (Figure 1 8a) comparé au contrôle (Figure 1 8b).
Multifocalement, il y avait des cellules épithéliales muÏtinucléées (symplastes) au sein
de l’épithélium germinal ainsi que dans la lumière tubulaire (101). Ces cellules
multinucléées contienaient occasionnellement des fragments de spermatozoïdes dans
leur cytoplasme (phagocytose). Une spermiostase (stase du sperme) était
occasionnellement observée dans la lumière tubulaire. De nombreuses cellules
germinales viables au stade de spermatide étaient exfoliées dans la lumière tubulaire
multifocalement.
Figure 17a. Souris anti-5 homozygote:
testicule; dégénérescence testiculaire
modérée multifocale avec atrophie de
l’épithélium séminifère
Figure 17b. Souris anti-5 hétérozygote:
testicule normal
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La spermiostase était plus marquée dans le rete testis et était accompagnée par
une dilatation de celui-ci (Figure 1 9a) avec la présence de cellules multinucléées, de
cellules germinales exfoliées et de spermatozoïdes phagocytés. Les changements dans
la figure 19a ont été comparés au contrôle (Figure 19b).
Tous les stades du cycle spermatogénique étaient présents chez tous les sujets.
En raison du patron mosaïque de dégénérescence tubulaire, il était également possible
d’observer que la maturation des spermatogonies était complète et qu’il y avait relâche
de spermatides allongés durant le processus de spermiation. Les changements
dégénératifs de l’épithélium séminifères étaient légers à modérés chez les sujets de 2
mois et n’évoluaient pas en sévérité jusqu’à 4 mois d’âge.
Les canaux efférents présentaient une ectasie (dilatation) multifocale minimale à
modérée, avec la présence d’une spermiostase chez certains sujets. La présence de
nombreuses cellules épithéliales exfoliées comportant des fragments cytoplasmiques de
spermatozoïdes (PAS +) était observée dans la lumière tubulaire chez tous les sujets
homozygotes (Figure 20a) comparé au sujet contrôle (Figure 20b).
bordé de cils. Chez certains sujets il y avait un infiltrat inflammatoire interstitiel
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L’épithélium bordant les canaux efférents était d’apparence normale et était
minimal composé de macrophages et de neutrophiles.
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Dans l’épididyme, il y avait une oligospermie sévère diffuse (figure 21a)
comparé au contrôle (figure 21b). Dans une minorité de sujets, des rares
spermatozoïdes étaient observés dans les tubules près de la jonction avec les canaux
efférents.
Les tubules étaient légèrement à modérément distendus et comportaient
occasionnellement des cellules épithéliales dans la lumière, accompagnées par la
présence d’un matériel PAS positif (sécrétions tubulaires) (101).
Multifocalement dans la tête de l’épididyme, les tubules étaient petits, tortueux
et certains étaient dépourvus d’une lumière. L’épithélium tubulaire était d’épaisseur
inégale multifocalement. De façon multifocale dans la tête de l’épididyme, il y avait de
multiples replis de l’épithélium tubulaire et de la membrane basale formant
occasionnellement une striction et vraisemblablement un rétrécissement (sténose) de la
lumière tubulaire (figure 22a) comparé au contrôle (figure 22h). Ces replis étaient
localisés exclusivement dans la tête de l’épididyme. La portion luminale des replis était
dépourvue de cellules épithéliales. Nous avons donné le terme dysplasie tubulaire de la
500 pm
Figure 21a. Souris anti-5 homozygote:
Epididyme; oligospermie diffuse sévère
Figure 21b. Souris anti-5 hétérozygote:
épididyme normal
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tête de l’épididyme à ces changements. Cette dyspiasie tubulaire était limitée à la tête
de l’épididyme. Dans le corps et la queue de l’épididyme, les tubules étaient légèrement
distendus et étaient dépourvus de spermatozoides. Cette portion de l’épididyme
contenait une plus grande quantité de matériel PAS positif (sécrétions tubulaires) chez
les souris homozygotes que chez les souris contrôles. La présence de cellules
inflammatoires comme des macrophages et des neutrophiles était observée dans
l’interstitium. Des macrophages étaient aussi observés dans l’interstitium chez l’une des
souris hétérozygotes.
Figure 22a. Souris anti-5 homozygote:
épididyme (tête); dyspiasie tubulaire
modérée multifocale avec sténose
tubulaire (flèches)
Figure 22b. Souris anti-5 hétérozygote:
épididyme (tête) normal
L’examen des glandes sexuelles accessoires mâles (prostate, vésicules




L’hybridation in situ en fluorescence (FISH) nous a donné un signal très fort
constant et répété dans la région F3 du chromosome 3. Le fort signal de fluorescence
reflète un nombre élevé de copies du minigène de la tyrosinase et par association, un
nombre possiblement élevé du transgène principal. Comme prévu, nous avons
également eu un signal faible sur le chromosome 7 représentant les deux copies du gène
endogène de la tyrosinase localisé sur ce chromosome (contrôle interne) (43).
Aucun autre signal fluorescent significatif n’a été identifié sur un autre
chromosome venant certifier l’absence d’un deuxième site d’intégration des transgènes
dans le génome.
L’utilisation du « Universal GénomeWalker kit» ne nous a pas fourni de résultat
concluant et concordant avec les résultats obtenus avec le fISH. Plusieurs possibilités
peuvent expliquer ceci. Une première possibilité est basée sur le fait que le bon
fonctionnement de la technique est dépendant des enzymes de restriction utilisées et de
l’endroit où ces enzymes sectionnent l’ADN. Nous avons choisi et utilisé seulement
trois enzymes de restriction différentes. Il est possible, voire probable que ces enzymes
aient pu couper l’ADN très loin du site d’insertion du transgène (plus de 10 000 pb).
L’amplification par PCR d’un aussi gros segment d’ADN devient difficile. Ce
problème peut également favoriser l’amplification de segments non spécifiques.
Un deuxième problème est l’interférence entre les oligonucléotides pour le
transgène du minigène de la tyrosinase avec la séquence endogène du gène de la
tyrosinase (43). À plusieurs reprises, nous avons amplifié des segments d’ADN
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génomique localisés dans la proximité du gène endogène de la tyrosinase sur le
chromosome 7.
5.2 Caractérisation morphologique
Chez toutes les souris mâles homozygotes de la lignée anti-5, tous les stades du
cycle spermatogénique étaient présents. En effet, en raison du patron de dégénérescence
en mosaïque de l’épithélium séminifère, il a été possible d’observer que dans plusieurs
tubules, la spermatogenèse évoluait normalement et était complète i.e. que le processus
de maturation des spermatogonies évoluait jusqu’à la spermiation. Ces observations
indiquent que l’atténuation multifocale de l’épithélium séminifère n’est pas secondaire à
un arrêt dans la maturation au cours de la spermatogenèse mais probablement
secondaire à une agression quelconque sur l’épithélium séminifère. Dans ce cas-ci, il
est également probable que la perte des cellules germinales ne soit pas secondaire à leur
mort mais bien à leur exfoliation dans la lumière tubulaire. L’exfoliation des cellules
germinales est habituellement secondaire à la perte d’adhésion entre les cellules de
Sertoli et les spermatides ou à la rupture du cytoplasme des cellules de Sertoli (93, 101).
La présence de cellules multinucléées dans l’épithélium genriinal ou dans la lumière
tubulaire résulte généralement de la fusion des spermatides suite à une altération des
ponts intercellulaires les liants aux cellules de Sertoli. De telles cellules ont été
observées dans une étude portant sur la ligature des canaux efférents chez la souris (102)
et lors d’épididimydectomie chez le rat (103).
De nombreuses vacuoles claires étaient présentes multifocalement dans le
cytoplasme des cellules de Sertoli ou entre celles-ci. La vacuolisation des cellules de
Sertoli ou la présence de vacuoles entre les cellules de Sertoli peut représenter une
65
altération du réticulum endoplasmique ou encore une altération de l’homéostasie des
fluides. La vacuolisation des cellules de Sertoli peut également être secondaire à la
perte d’un grand nombre de cellules germinales (101).
Une dilatation du rete testis a été observée chez les sujets homozygotes
accompagnée par une spermiostase variable. L’épithélium bordant le rete testis a pour
fonction de réabsorber les fluides provenant des tubules séminifères. Lorsqu’une
obstruction est présente dans les canaux efférents ou dans l’épididyme, les fluides et les
cellules s’accumulent dans le rete testis et entraînent la dilatation de celui-ci (101). Une
augmentation prolongée de la pression hydrostatique sur l’épithélium germinal va
généralement résulter en une atrophie de ce dernier à des degrés variables (101, 104).
Les obstructions localisées dans le corps et la queue de l’épididyme vont généralement
entraîner moins de dégénérescence testiculaire car les fluides et les spermatozoïdes
seront réabsorbés dans les canaux efférents et dans la tête de l’épididyme (95).
Les canaux efférents présentaient une légère dilatation, une spermiostase
modérée multifocale et la présence occasionnelle de cellules germinales dans la lumière
tubulaire. Ces trouvailles morphologiques excluent la présence de tubules en cul-de-sac
caractérisés par une lumière réduite, par l’absence de spermatozoïdes dans la lumière et
par la perte de granules cytoplasmiques positive au PAS ($5). La présence de cellules
germinales dans les canaux efférents vient appuyer la présence de la jonction patente
entre le rete testis et les canaux efférents. Il est difficile dans ce cas-ci d’exclure
l’absence ou une mauvaise jonction entre les canaux efférents et l’épididyme. Cette
jonction n’est pas facilement observable histologiquement et chez la majorité des souris
transgéniques homozygotes, le liquide séminal accompagné par les cellules germinales
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ne se retrouvait pas dans l’épididyme. Cependant, dans de rares cas, un très petit
nombre de cellules germinales et de spermatides allongés ont été observés dans la tête
de l’épididyme.
Chez toutes les souris homozygotes, les épididymes étaient dilatés
multifocalement et présentaient une oligosperrnie sévère. Multifocalement,
principalement localisée dans la tête de l’épididyme, une dyspÏasie tubulaire était
présente. Les tubules étaient tortueux, plusieurs ne présentaient pas de lumière tubulaire
et multifocalement, il y avait des strictions de la lumière tubulaire. L’épithélium
tubulaire était d’épaisseur variable multifocalement. Cette dysplasie tubulaire a été
observée de façon consistante chez tous les sujets homozygotes et n’était pas présente
chez les sujets contrôles. La spermiostase était localisée proximalement à ces
nombreuses sténoses tubulaires associées aux changements dyspiasiques.
L’oligospermie sévère était localisée de façon consistante distalement à ces
changements.
Les changements histopathologiques observés dans la tête de l’épididyme de ces
souris-ci n’ont pas été décrits dans la littérature et n’ont pas été observés par les
spécialistes du système reproducteur des rongeurs que nous avons consultés (Dre
Dianne M. Creasy, pathologiste, Huntingdon Life Sciences, New Jersey; Dr Richard
Hess, professeur, Collège de Médecine Vétérinaire, l’Université de l’Illinois; Dr Marvin
Meistrich, professeur, Université du Texas, MDAnderson Cancer Center). Nous avons
donc conclu que les changements observés dans l’épididyme étaient vraisemblablement
secondaires au dérèglement d’un ou de plusieurs gènes endogènes suite à l’insertion des
transgènes et non pas un épiphénomène. Il est également fort probable que les
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changements tubulaires observés dans la tête de l’épididyme sont responsables de
l’azoospermie constatée chez ces sujets et qu’il s’agisse donc d’azoospermie
obstructive. L’absence de jonction ou la jonction anormale entre les canaux efférents et
l’épididyme n’ont cependant pas pu être exclues.
5.3 Caractérisation génomique
Une question importante qui n’a pas pu être résolue par nos études est l’identité
du (des) gène(s) fonctionnellement affecté(s) par l’insertion du transgène. Une
approche possible pour cerner des gènes candidats est d’identifier des gènes déjà
impliqués dans des problèmes reproducteurs chez la souris et situés aux alentours de la
région chromosomale 3F3, en utilisant des bases de données génomiques disponibles au
public. Une analyse de la région F3 du chromosome 3 utilisant les bases de données du
National Center for Biotechnology Information (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/mouse/) révèle la présence de 170 gènes.
De ceux-ci, un seul a déjà été associé à des problèmes reproducteurs chez le mâle, selon
la base de données Mouse Genome lnformatics (MGI, www.informatics.jax.org). Ce
gène (Csf]) code pour la protéine colony stimulating factor-1, une cytokine impliquée
dans divers processus physiologiques et développementaux, incluant la survie, la
prolifération, la différenciation et le fonctionnement des cellules phagocytaires
mononucléaires (105). Il a récemment été rapporté qu’une mutation de ce gène entraîne
une baisse des concentrations sériques de testostérone et une réduction de la proportion
des spermatozoïdes viables chez la souris mâle (106). De plus, les souris mutantes pour
la Csfl souffrent d’une variété d’autres anomalies phénotypiques, incluant l’absence
d’incisives, un crâne bombé, des os longs épaissis avec des cavités médullaires réduites
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Une seconde approche possible pour cerner des gènes candidats est d’identifier
des gènes associés à des conditions humaines et situés dans des régions chromosomales
synténiques. Selon la base de données du génome de la souris du NCBI
et des problèmes d’audition et de vision (106). Étant donné les différences
considérables entre ces observations et nos observations phénotypiques chez la souris
Anti-5 homozygote, il semble peu probable que le gène CsJ] soit impliqué dans sa
pathogénèse.
Figure 23.
Régions synténiques entre la
région F3 sur chromosome 3




(http://www.ensembl.org/Mus_musculus/index.html), la région F3 du chromosome 3
correspond à deux régions distinctes du chromosome 1 chez l’humain (Figure 23).
Une recherche de la base de données Online Inheritance in Man (OMIM,
www.ncbi.nlm.noh.gov/omim) n’a pu révéler de maladies ou de syndromes humains
affectant l’appareil reproducteur mâle et associés à un gène localisé dans ces régions
spécifiques du chromosome I. En regard de cette analyse, il semble probable que
l’insertion du transgène chez la souris Anti-5 ait affecté un gène qui n’a pas encore été
caractérisé chez la souris et chez l’humain.
CONCLUSION ET DIRECTIONS FUTURES
Le protocole utilisant le « Universal GenomeWalking Kit» devrait être refait
avec un plus grand éventail d’enzymes de restriction ce qui améliorerait les chances de
succès. Dans ce cas, un plus grand nombre d’enzymes de restriction aurait pour but
d’augmenter nos chances de couper l’ADN près du transgène contribuant ainsi à
améliorer nos chances d’amplifier par PCR un segment de taille raisomable.
Une autre technique pourrait également être utilisée afin de déterminer le site
d’intégration des transgènes. Cette technique consiste en la création d’une librairie
d’ADN à l’aide de bactériophages (107). Une sonde radioactive spécifique au transgène
est ensuite appliquée au filtre et une radiographie est prise pour identifier le segment
d’ADN comportant le transgène. L’ADN est ensuite isolé et séquencé (107).
En regard des résultats obtenus avec l’examen histopathologique, nous
concluons que la lésion principale se situe dans l’épididyme ou encore à la jonction
épididyme - canaux efférents et que les changements observés dans les testicules sont
secondaires à une obstruction localisée distalement. Ainsi, des analyses utilisant des
microarrays pourraient être faites en utilisant les épididymes et canaux efférents des
souris homozygotes et en les comparant aux épididymes et canaux efférents des souris
hétérozygotes. Cependant, les lésions observées dans la tête de l’épididyme pourraient
être reliées au développement embryonnaire des tubules mésonéphrotiques et/ou de la
jonction entre les tubules mésonéphrotiques (canaux efférents) et celui du conduit
mésonéphrotique (canal de WolfO. Ainsi, la localisation précise de la lésion dans les
tubules mésonéphrotiques durant le développement embryonnaire serait essentielle afin
d’obtenir des résultats avec les analyses de microarrays.
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En regard des trouvailles morphologiques observées dans l’épididyme, la
prochaine étape serait d’observer morphologiquement le développement embryonnaire
des canaux mésonéphrotiques proximaux pour ainsi mieux décrire la formation et
l’évolution des lésions.
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ANNEXE 1
Schéma des six scénarios possibles des oligonucléotides pour les
transgènes avec l’adapteur API GenomeWalker
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Premières réactions de PCR
Réaction Échantillon Oligonucleotide Séquences
1C Bmgbl TyrosWa&1 GGTCAGGAAGCAACATGAGCAATTCAG
2C Bmgbl TyrosWalkA AGCCACTCCTCATGGACAAAGACGACTA
3C Bmgbl Sv40 WalkA GATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAG
4C Bmgbl Protamine Walk I CAAAGCCAGAGGGTCTCAGAGTTGCAG
5C Bmgbl CMVP anti WaIkI TGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCT
6C Bmgbl Sv40 Walk A GATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAG
7C 1RUl TyrosWalkl GGTCAGGAAGCAACATGAGCAATTCAG
8C JRUi TyrosWalkA AGCCACTCCTCATGGACAAAGACGACTA
9C NJRUl Sv40 WaIkA GATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAG
IOC \RU1 Protamine Walk 1 CAÀAGCCAGAGGGTCTCAGAGTTGCAG
lic N.IRU1 CMVP antiWaikl TGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCT
12C N.JRU1 Sv40 WalkA GATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAG
13C PMLÎ TyrosWalkl GGTCAGGAAGCAACATGAGCAATTCAG
14C PML1 TyrosWalkA AGCCACTCCTCATGGACAAAGACGACTA
15C PMLI $v40 WalkA GATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAG
16C PMLI Protamine Walk 1 CAAAGCCAGAGGGTCTCAGAGTTGCAG
17c PML1 CMVP antiWaiki TGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCT
18C PML1 Sv40 WalkA GATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAG
n
ANNEXE 3
Secondes réactions de PCR
RéactionÉchanti1Ion Oligonucleotide Séquence
I D I C TyrosWalk2 CTGATGAAAGCCTGGTTGTGTGATGAG
2D 2C TyrosWalkB ACAGCTTGCTGTATCAGAGCCATCTGT
3D 3C SV4O Walk B GCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTC
4D 4C Protamine Walk 2 CCATCAAGTGCTTCAGGTATAAATGGGA
5D 5C CMVP AntiWalk 2 CATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCC
6D 6C SV4O Walk B GCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTC
7D 7C TyrosWalk2 CTGATGAAAGCCTGGTTGTGTGATGAG
8D 8C TyrosWalkB ACAGCTTGCTGTATCAGAGCCATCTGT
9D 9C SV4O Walk B GCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTC
lOd IOC Protamine Walk 2 CCATCAAGTGCTTCAGGTATAAATGGGA
I 1D liC CMVP AntiWalk 2 CATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCC
12D 12C SV40 Walk B GCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTC
13D 13C TyrosWalk2 CTGATGAAAGCCTGGTTGTGTGATGAG
14D 14C TyrosWalkB ACAGCTTGCTGTATCAGAGCCATCTGT
15D 15C SV4O WaIk B GCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTC
1 6D I 6C Protamine Walk 2 CCATCAAGTGCTTCAGGTATAAATGGGA
17D 17C CMVp AntiWalk 2 CATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCC





























Résultats du premier et deuxième PCR pour les échantillons 1 à 9





Poids des 2 testicules des souris anti-5 homozygotes
versus celui des souris anti-5 hétérozygotes entre l’âge
dc 2 et 4 mois.
Souris homozygotes Souris hétérozygotes
Souris Poids Souris Poids (mg)
(mg)
13624 146 13625 173
13626 149 13627 184,51
1362$ 116,76 13629 182,37
05-54$-1 122,4 05-548-4 194,4
05-54$-2 164,5 05-549-3 206,6






Poids des 2 épididymes des souris anti-5 homozygotes
versus celui des souris anti-5 hétérozygotes entre l’âge
dc 2 et 4 mois
Souris homozygotes Souris hétéroz gotes (mg)
Souris Poids (mg) Souris Poids (mg)
13624 70 13625 78
13626 37 13627 50
13628 79,47 13629 72,46
05-54$-1 63,1 05-548-4 67,0
05-548-2 88,7 05-549-3 77,2
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BioTechnzques 34 32-J5JCSesST _‘003)
Iii cases of tnnsgenic sauce dispiay
mg a phenowpe due to insertional mu—
tagessesss, il is ofien deswable ta clone
oui die site of tfansgeise nuegrasion and
ta identtfv tEe cltsnspted endogenons
gesse. Here ive report iuodiflcatioas to
an existmg genomic clonmg method
thar provide a posverfld and rapid tech
nique specsficaily tadored for clomng
ont transgene insertion sites. Tisese
modifications are dessrnsed 10 favar tue
amplification of bona fide nstegration
sites over internai transgetse frnginents
and are not dependant ou prior know
ledge of posetstialiy coiupiex transgeise
rearraisgetssents. When cosnbmed wt±
the manse gettotue databases nosv
available. titis permsts tite rapsd identi—
ficatiots of geties mactuvated via snser
tsotsai nsntagenesis.
Transgentc mosuse hases lsarbormg in
senional mutations represent a vainable
resonrce for cortelatmg gene sflncflire
witlt gesse ftunction (5_7.12). Cionnsg tEe
site of transgene nssensan lias tradition
alla’ been ait ardnons endeavor. im’olv
ung tise crearion of a genomtc libran’ of
mutant nsostse DNA nsstallv sa lambda
phage, and the screenmg of tite ltbrarv
with a labeled probe conespandnsg 10
the transgeute nsed. These tnedsods are
now sstpplemensed by PCR-based ans
phflcanan teclunqnes developed ta gen
erate flassktng genonuc DNA seqnences
(124.8—l [13,14). Once die usteenttan
site is sdentifled. extensive getsossnc se
qstetscilsg of normal ussonse DNA is stdl
reqsnred to sdentt’ regionai exons and
candidate genes b acconnt for murant
pbenotvpes.
In tise present snsdies. tratssgensc
mice svere generated via coisventianal
pronnciear microtssjection. Twa trans
genes were co-mjected. mcindusg tise
tratssgene of nsterest for tbe biologicai
shtclses sttsdertakets and a tvrostnase
snussgene nsed as a vistni pigtssensattan
nsarker for traussgenests (6). A fasttsder
(F0) ausstnai n’as sdennfled by tEe pres
ence ofpiesnensatsan and by PER analy
sis for tEe transgene oftnterest; aisalysis
of Fi amsnais reveaied shat tise wans
gene of ntserest and tise wrosinase mnn
getse co-segregased ni ais attrosomai
fashton. nsdscatnsg a smgle srasssgene ni
tegratuon site mcorporatsng bath trans
genes. Wheus F2 isomozvgons annnais
were generated. a phenawpe nwoivusg a
mild sseurosssstscnlar deflcsr (tretnbhng)
avas obsen’ed. sndtcarnsg tise posstbulsn’
of an itsseniossai imitation. Titese tresss
biing atmnais were confinned honsoza’
gase recesstve by backaoss breedmg tri
ais. Fluorescent ni sans hybudizanon
(1715M) sssnsg iabeied rransgesses svas
thsen performed on mesaphase spreads of
spienocytes taken from tretssblnsg ant
mais. Tisese smdies confmssed tisat the
aisinsals were homozygote for transgetse
ussefliots assd udenrsfled the site of inser
tsous as manse ciwotnosonse ô region C
(data nos slsowts).
ht avas decsded to clone ont rhe ge
msomic sire of Œansgene sistegratton.
adapting tbe Umsiversal Gemsonse
Waike?” DNA clonmng kit (BD Bio-
sciences Clontecb. San Jase. CA, USA)
for this pstrpose DNA ivas extracted
fraisa spleems and kidneys of a snossse isa
nsozygons for tise transgenes rrsnsg
standard mesbods. Enzymes for genom
ic DNA digestions svere chosen snch
sitar they cisd not cul wmshsis tise trasss
genes nsed ta generase tise trasssgensc
rsssce. Gessoinic DNA (2.5 gg) avas di
gested separasely svids EcoRi. KonE
Jfhii. \7’:eI, Sac fi. SalI. 5ei, and Sohil.
-
-g -g = -g -g






Figum e 1. Amplificarioms of u-estrirtiou enenne mini-libraries. Tise amplificanens smoking sise n’ress
nase scaoseene 3’-sense pnmecs are pcesernei as ilsey ivece ra preve useful sa desentsmng sise geuemsc
ss:e cf tare nssan fer tise ransgenes. Tise cesescuon enzvsnes sssed se geneccre tise sasrn-lihrsrses are as
marked. Tise usumbers I and 2 refer sa sise pnmssy and sise nessed PCRs. resperas’ely. Tise prodacsn’e cm
phôrassans ace m±ca:ed isy an asren;k md are ftsnisec macked as genesance wccssne seqsseaces (Cisr
7E), nansgene snse-rrasscn sure (Cisc. 6C1). et beffi. flVs represenss sise molecsiler w eiss macket (1-kb





rsor s roen I rani t
Figure XOap al the tu’ansgeue integuasian sise, wisisin insu-on 1 cf tise manse Gnd2 gene. Tise mao
isenne (e e.. 6.64) cepresensa c distance ef 64 mOsan isp bOom Use censrnmece cf recase cisnamasome 6.
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Bench marks
Because the restriction enzymes chosen
did not eut ni s bluut fashion, au addi—
tionai step to tise provided protocol ivas
perfouned. ta blunt the genomic frag
ments before die adaptor hgauon step,
Genomic DNA digests were uscubated
witii I j.tL Klenow DNA polymerase I
(USB. Cieveland. OH. USA) and 1.5
[iL 25 tuiM dNTPs for lis at 37CC Pu
rification of die digested. blsusted ge
noimc DNA and hgahon ta tise
GenomeWaiker adaptor were then per
fonned accordmg to tise user manuai.
The rationale for specific primer de
sign is as follows. With two trausgenes
itwolved. four possible transgene arien-
lattons al ihe site of transgene mtegra
lion are possible. Specific pumers repre
senting tlsree oftlsese possibiiiues were
desigued and syutlsesized. inciudmg





ATCTGT-3’). Tu addition. 3’-seuse and
5’-autisense pruners from tise trausgeue
of iuterest were sua designed but are
not presented. PCR and nested PCR
were performed as described in
Genome\Vallcer kit user mant.sal. The re
suits obtaused ttsusg primers Tvrosi
naseWalk.A and API for die fut PCR
and TvrosmaseWaflcB and AP2 for the
nested PCR are showu in Figure 1. Four
out of eicist restriction mnu—hbranes
genented identifiable bands ssutable for
clouing. Bauds for EcoRI nested PCR
JVheI priman’ PCR. and Sarl uested
PCR svere subclotsed into tise pGEM
T vector (Promega. Madison. XVI.
USA). wbereas bauds for tise 5eI PCRs
were jsidged relattvely small compared
to odser bauds and were not subcloned.
ht total. six souque bauds svere se
quetsced. and die sequences were blast
cd with tise Ensembi mouse geuome
data. Seqtiences ofuvo antphfied bauds.
frotu die NhcI aud Sodil restrtcted tutut
hbraries, co-iocahzed ta gettouuc se
quences withus Chr. 7E. representusg
the eudogenous tyrosiuase geue locus.
Sequeuces of four aiuphfled bauds. two
each from tise locH aud Ero?.) resiriet
cd muu-itbraries, co-iocahzed to ge
uomic sequences located at Chr. 6(1
sud represeuted one flassk of tise traus
geue ustegratiou site. hsterestnsgly. tise
SarI restncted iuini-hbrary svas able to
itieutift’ hotu tise ettdogeuous n’rosinase
geisomic louis and tise trausgeise tisser-
tian site. A more detaiicd aisalysis of die
trausgette ustegratiou site at Cisc. 6(1
sisowed diat the flat’±stsg sequeuces are
iocated svttinu introu 1 of tise GnL’
geise (Figure 2). thus provtdusg au cx
plauatiou for the treissbhug pheisotvpe
seeu ni tise boiuozvgote recessive am
tuais (3). As a ft:ucttouai cotsfirinattou.
RT-PCR suidies ou RNA extncied from
tise cerebeiituu of mtce dtspiatug the
tresublnsg pisetson’pe fatied to show cvi
dence for GaicL’ gene expression,
svhereas stmdar arsaivsis ois nou-treiti
bhug (heterozygote) transgenic htter
mates aud ou uou-trausgeuic control
mire getserated an amplifled baud of tise
predicted size (data uot sisowu).
Twa important modificattous ta the
original Uutversai GeuotsseWa&er kit
protocol were made to acconamodate
the pantctdartttes of tnnsgeutc mtegra
tiots sites geuerated from prouuciear
intcroiujectiou. We were abie to show
diat die chaire of tise enzyme is not
hmtted ta tisose tisas eut us a biutit fash
ton. aitisottgh DNA fragiueuts wttls 5’
or 3’ overisaugs mstst be subseqsietstiv
reudered biuut. Tius allosvs freedotu of
choice of restriction eiszvmes by avotd
ing enzymes tisat csit widssis tise tratis—
gens. Tins in utru provtdes the dectded
advantage of a tnethod diat favors in
forinauve amuphfcattous at die site of
traissgeise uttegrattou aud disfavors
noutuforusative amplifications frotis
w’itinn tise trausgetses dsetstseives. The
seeoud uiodificatiou is die destgu of
specific prtmers. where because of otir
uvo trausgeue co-mjectmou strategv.
four pairs ofspecmfic priuaers were de
stgued for tise PCR aud uested PCR
atuphficattous. By perforintug the aiu
phfcatmou. ciomng. aud sequeuciug
steps sequeutiaHv. ive were abie ta
ideisttfv tise uitegnuou site after sisitig
tisree of these primer sets.
hi conclusion, tise Uuiversai Getsouae
Waiker Kit protocoi is robsist sud easily
adapted for derivmg geisoituc flaiflung
sequeuces ai the site of tutusgette une
grattou after prouuclear tmerooijecttou us
mire. Tins. na couabtsaattoa svtth tise
tnosmse gesaotne resostrces isow avadabie,
such as Etssembi. provmdes a powerftd
acsd raptd svstetu for ideuttfvoag disntpt
cd genes ut tlte snmdv ofmouse tmmssgetse
mseriioisai inutageasesis.
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We are tians bacren;thase X as an
eE:ienx vecror fa; rnirfernns ez;n
ic £teradcna to enibi-caic flan
cCs na sac irseuns We have dais]
ctad a rar et’: ofphase-pasmidreccn
binadan recbniqaes ro dicea tumazots
and nao&±caton cassetet w tpecifc
ti:et nrhan phase rarseons vecto;s
l.d—P). We Lave alto made imprrne
menti on Seeds oitnai oiettc’ô cf re
combinatnn tzreebas ofba;teriopbase
bbnnes (5). i&ch a2rin phase clonai
tu be isa2ared “a et-aiv usins ;e
combinanan. In ;er-re:ombmaacn
taeenrns (S). phase ratezns veciu;s
tom an ES cC tnrsenng veau; i:Nnrv
in À tavmi dine ktzase (1K) are
an a ;eçnurn-e Lost, f;]lowms te ha
malogot; rescanon o! a ;rzoF- bouta]
cgv-bearias plaurid. whicli mppreitei
AE. ati 5° ciu:atccs m snuab]e
X sacs eisental far phase
snowth Be;anse clac re&n o! tonale-
Ev rs &aa):;ated unan m;esraton cuti
cita terefc;e rerert cia relaxed cas
dizma (i.e.. wadin a ;szF Loti;, ave n
comonred rhe gars sene mcc te re
comhnancn plassand w sele;c fa;
phages dat bave revened w chez an
nal consizaton (3). Rero-;eccnbma
don saeen Las serait) adrancases
nsr CCZVSrDL3; phase ifbirv s;;een
las cechaicues. Spedf t sxs’adna veau;
phaset con be iso]ared ;ri±ott plaque
hvbatdizannn and rmfied w 2—3 &
w serre as te.mp]a;es far te ;sp:d acm
pledan of taçetns recto; consracncn
ria ;econbinadaa Utaries are
taeened m oelîre tubes. ineanins dia;
nuiople 2:bnr. sc;eens (i.e.. nirseans
vecror Lmzalop’ refion iso]aDoo) con
W pefcswed atone une ani caere ts n;
th;nase of die number o! phases dat
con be sasenel simuicaaeou;lr cc en
tre die csclaton o! ±stnc; danet tom
de lotus o! ia:eresc. 11± Laser pon; ta
pancuiadv important ni te case o! or
ÀTK Ubrar. Wcatre te mien une is
approtmaceiy 12kb atl as nian’ as Dx
1G5 phase; need ra lac tzreeaed ac one
dec w ensare sumdena repreiennn;n
cf aJI senes andin clac Lbnn.
One drawback cf ;eccmbinanan
;creenzas apprcaches :s chas n;;; li
brarS. incfudins air XTK tbnry. are
consnnaed avicla camnierdal pachas
las emaas chai are toc inadia:ed when
rrepcuel As o ;ernt, s smafl yet danif
icaa; number cf n;n-anabe phases con
appe.ar in a ]chnn- o! anùer nancadan
conumas phasea. ‘ahiirla anse tom ;e
combma:on benveen te tivu mutant
ttans nted in senerare heai nid md
exnaccs. WLILe te cnddence o! snch
phases ii ;a;e (te.. 10). h presenu a
unique chatease in saeemos ampli
fied hhmrses tn’ ;eccsnbnadan. as
Hornology Recombinant Non-amber Total






246 l.Ou10° 6.0’ 10-e
223 10x100 2.0 10-e
157 l.3x l0 2.3’ 10-s
12F2 433 10 145 1.0c 10e 1.0’ i0-
1G?’ 337 1G) 46000’) 1.2l01a ,3vj0-lO
Fdlc.irn re;cmt’inaUcn aareera, lysates aare btered 1cc bloc (re;orrbnant?,
alite (nc4i-amher), ardtckal pf us. The lrequency ci reo;mbinncn ispreaented
es tise nsrnber cl blue plaques.ftc4al tiler. ‘I G7 sas precipitated Irom e 400-mL
adture usirig PEG and resuspenied in e final vc4ume ci 0.4 mL. For I G7, re’aom
binant plequas ere deterrrined using DK2 1. Fat ail othere, recorrtirant plaques
weredeterminei usins LG7S, Ncnarnber phaqes sare denPfied es alite
plaques on LG7B.Tckal titers sare deternined using LE2.
\‘el 3’,Nc. z
n
n
n
